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第 1 章 
 
緒言 
 
 卵細胞の正常な成長は、有性生殖性の生物が種を存続するための決定的
なステップであるため、その全容の解明は基礎生物学や内分泌学における
最も重要な課題の一つである。脊椎動物の卵細胞成熟過程は、視床下部か
ら生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン(GnRH)が下垂体に作用し、黄体刺激
ホルモン（LH）や濾胞刺激ホルモン（FSH）といった生殖腺刺激ホルモン
が卵巣内の胞状卵胞以降の卵胞を刺激し、成長を促進するという「視床下
部-下垂体-生殖腺」、すなわち、「HPG軸」という内分泌系で制御されて
いる(図1-1)。 
 脊椎動物の卵細胞成長は①生殖腺刺激ホルモン非依存的段階（原始卵胞
～前胞状卵胞）と②生殖腺刺激ホルモン依存的段階（胞状卵胞以降で排卵
に至る）に大別でき(図1-2)、下垂体から生殖腺刺激ホルモンを分泌させる
視床下部ホルモンのGnRH は原始卵胞～前胞状卵胞の成熟には関与しな
いと考えられている。また、卵細胞の成熟機構はGnRH が視床下部ホルモ
ンとして機能する「HPG軸」を中心に研究されているため、原始卵胞～前
胞状卵胞を制御するホルモンや神経ペプチドはほとんど知られていない。 
近年、マウスやラットの卵巣において、GnRH受容体や、非生殖系ペプ
チドであるタキキニン(TK)の受容体などの遺伝子発現が確認されている
が、その組織内局在や生理機能は明らかになっていない。加えて、脊椎動
物では、性周期の影響などで確保できる卵細胞の数や時期が限られるなど
の理由から、種々の生理機能解析の実施や安定したデータの獲得が極めて
困難であり、これらのことが脊椎動物の初期卵細胞に対する神経ペプチド
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の作用を解明できない大きな障害になっている。このことから、神経ペプ
チドと生殖巣、特に卵巣における生殖系ホルモンペプチドの生物学的機能
における研究のための新しいアプローチやモデル生物が必要とされてい
た。 
そこで筆者は、原索動物であるカタユウレイボヤを用いて、その生殖機
能の研究を行った。カタユウレイボヤは脊椎動物と共通の祖先から誕生し、
脊椎動物と最も近縁な無脊椎動物であることから、脊椎動物の卵細胞成長
機構のプロトタイプを有していると考えられる(図1-3)。また、カタユウレ
イボヤは下垂体を持たず、開放血管系を有している。これらの事実からカ
タユウレイボヤにはHPG軸を通じた内分泌系は存在せず、未知の機構で卵
細胞の成長を促進しており、この機構が脊椎動物の卵細胞成長制御機構の
原点であると推測される。さらに、カタユウレイボヤには性周期が存在し
ないため、常時全ての成長段階の卵細胞を多数確保でき、かつ、それらの
卵細胞は、滅菌海水中で1週間程度安定に維持できるため再現性が高い実
験結果を得られるという利点がある。 
筆者は、これらの特徴を活かして、ホヤの卵巣内卵細胞の成長機構を明
らかにし、我々の生殖内分泌系のプロトタイプを突き止め、脊椎動物の生
殖内分泌系の進化・多様化の起点を見極めること、さらに、ホヤをモデル
として用いることにより複雑な脊椎動物の生殖内分泌系の仕組みを明ら
かにすることを目的として、脊椎動物において卵巣に受容体の発現が確認
されている、GnRH と TK の局在、受容体機能調節、および生理作用の解
明を目指して研究を行った。 
本論文では、第 2 章で、ホヤにおける受容体へテロダイマー形成を介し
た GnRH 受容体の機能制御の解明を述べている。第 3 章で、ホヤの中枢
神経である神経複合体から発見した新規 GnRH 様ペプチド、Ci-GnRH-X
3 
 
を同定し、その局在解析とペプチド・受容体の機能解析をした。第 4 章で
は、ホヤから同定した脊椎動物型 TK、ホヤタキキニン(Ci-TK)とその受容
体(Ci-TK-R)の同定と RT-PCR レベルでの局在解析について述べている。
第 5 章と第 6 章では、卵巣における局在解析と生理作用解析を行い、その
生物学的役割について調査し、これらの結果から得られた新しい知見につ
いて論述した。 
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図 1-1 脊椎動物における生殖腺制御機構 
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図 1-2 哺乳類における卵巣内卵胞の成長段階 
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図 1-3 カタユウレイボヤ成体の模式図（左）と系統分類図（右） 
7 
 
第 2 章 
 
種特異的オーファン受容体サブタイプとのヘテロダイマー形成した G タ
ンパク共役型受容体を介したシグナル伝達経路の機能的多様性 
 
2-1 序論 
 
 生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）は脊椎動物において、視床
下部から分泌されて下垂体に作用し、生殖腺刺激ホルモンを分泌させて生
殖器官の成熟や排卵を促進するペプチドホルモンである。脊索動物門で発
見されているGnRHは全て10アミノ酸から構成され、pyro-Glu1-His/Tyr2- 
Trp
3
-Ser
4
,Gly
6
, Pro
9
-Gly
10
-NH2という共通配列を基本的に保存している。脊
椎動物において、最低1種のGnRHが確認されている一方、これらの種特異
的なパラログや遺伝子の欠損も見られる(Kah et al. 2007; Millar et al. 2008)。
例えば、四肢動物はGnRH-Iと-IIという2つの型のGnRHを持っている(Kah 
et al. 2007; Millar et al. 2008)が、硬骨魚類と円口類は3つの型を持つ
(Kavanaugh et al. 2008)。さらに、gnrh-II 遺伝子はげっ歯類や霊長類などの
一部の哺乳類には存在しない(Kah et al. 2007; Millar et al. 2008)。内因性受
容体であるGnRH受容体(GnRHR)は、クラスA Gタンパク共役型受容体
（GPCR）族に属し、イノシトール3リン酸(IP3)と細胞内カルシウムイオン
を高める(Shacham et al. 2001)。C末端尾部領域が完全に欠損しているI型
GnRHRは、ヒト、げっ歯類やウシなどの尐数の哺乳類に限定して存在し
ている。C末端尾部領域をもつII型GnRHRはほぼ全ての脊椎動物に広く分
布している(Kah et al. 2007; Millar et al. 2008)が、II型gnrhr遺伝子は、ヒト、
チンパンジー、ウシ、ヒツジにおいて、エキソンの欠損、または停止コド
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ンの存在による全長転写が不可能になっているため、偽遺伝子とみなされ
ている(Kah et al.2007; Millar et al. 2008)。哺乳類において、I型とII型の
GnRHRはGnRH-IとGnRH-IIにそれぞれ選択的である(Shacham et al. 2001)。
対照的に、非哺乳類脊椎動物GnRHRは同種のGnRHに対する選択性が全く
ない(Ando and Urano 2005)。さらに、GnRHの生殖の制御における中心的役
割は知られうる限りの全ての動物種を通じて保存されている (Millar et al. 
2004; Satake and Kawada 2006; Tsai and Zhang 2008; Lindemans et al. 2009)。 
 近年、6つのGnRH（tGnRH-3~8）(Adamset al.2003)と4つのGnRHRサブタ
イプ（Ci-GnRHR1~4）(Tello et al. 2005)が原索動物の一種、カタユウレイ
ボヤ（Ciona intestinalis）から同定された。Ci-GnRHR-2(R2), R3, および、
R4は遺伝子重複を介して発生したR1のホヤ特異的なパラログである
(Tello et al. 2005)。R1のみが脊椎動物GnRHRの様にtGnRH-6に応筓してIP3
産生を活性化するが、R2とR3はそれらのリガンド選択的に複数のGnRHに
応筓してcAMP生成のみを活性化する。対照的に、全てのtGnRHがR4を活
性化しないことから、R4はオーファンかもしくは無機能受容体であること
が示唆されている(Tello et al. 2005)。カタユウレイボヤには、脊椎動物に
基本的に保存されている視床下部-下垂体-末梢内分泌系が存在せず、
Ci-GnRHRの遺伝子発現が卵巣に検出されていることから、カタユウレイ
ボヤではGnRHが卵巣に直接作用して生殖機構を調節していることが予想
される(Campbell et al. 2004; Satake and Kawada 2006)。しかし、卵巣への作
用におけるこれら4種類の受容体の役割分担は明らかにされていない。特
に、幾つかのGPCRは、それらのオーファン受容体サブタイプとヘテロダ
イマーを形成することにより、自身のリガンド結合親和性、シグナル伝達、
受容体脱感作を変化させることを考慮すると(Levoye, Dam, Ayoub, 
Guillaume, Couturier, et al. 2006; Levoye, Dam, Ayoub, Guillaume, Jockers, et 
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al. 2006;Milasta et al. 2006)、R4はR1などとヘテロダイマーを形成し、これ
らの機能を制御していることが予想された。本章では、R1-R4ヘテロダイ
マー形成の証明と同ヘテロダイマーによる新規細胞内シグナル伝達制御
機構を論述し、これまでに知られていなかったGnRH作動系シグナル伝達
経路の「精密な調節」機構が存在すること、オーファン受容体パラログと
のヘテロダイマー形成がGnRH作動系制御における機能レベルでの多様性
へ関与していること、さらに下垂体を持たないホヤにおいてGnRHが神経
ペプチドとして卵巣に直接作用する種特異性の意義を考察する。 
 
2-2 材料と方法 
 
2-2-1 実験動物 
 成体のカタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）は、京都大学舞鶴臨海実験
所で育成、採取し、18℃の海水中で使用するまで飼育した。 
 
2-2-2 抗体 
カサガイヘモシアニンに結合したR1の第3膜外領域の11アミノ酸ペプチ
ド(YDWFIRYEDHT-NH2)とカサガイヘモシアニンに結合したR4の第3膜
外領域の13アミノ酸ペプチド(WFNEQHIERLPEG-NH2)をそれぞれ抗原と
して用いた。R1抗体とR4抗体は、オペロンバイオテクノロジー社でそれ
ぞれ、ウサギとニワトリを用いて作製された。抗体の特異性はカタユウレ
イボヤ卵巣に存在する内因性受容体と培養細胞に発現させた受容体タン
パクに対するウェスタンブロットによって確認した（図2-1）。 
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図 2-1 抗体の特異性 
(A) 培養細胞を用いた発現系で、抗-R1 抗体(1:50,000)は R1 を認識した(2、4 列目)。また、
R1-R4 ヘテロダイマーもわずかに検出された（白矢頭）。（80kDa のバンドはヘテロダイ
マーではない（星印））。(B)抗-R4 抗体(1:5,000)もまた R4 を認識し、R1-R4 ヘテロダイマ
ーに対応するバンドもまたわずかに検出された（白矢頭）。(C)ホヤ卵巣において抗-R1
と R-4 の抗体は細胞を用いた実験と同様に R1(1 列目)と R4(3 列目)R1-R4 を認識し、ヘテ
ロダイマー（白矢頭）と R1 ホモダイマー（白丸）に対応するバンドも検出された。ウ
サギとニワトリの免疫前血清ではバンドが検出されなかったことから、組織における抗
体の特異性が示された。 
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2-2-3 免疫染色 
 カタユウレイボヤより摘出した卵巣をブアン液で、4℃、一晩固定した。
固定した試料は脱水処理後、パラフィン置換処理を行い、パラフィン包埋
し、往復式ミクロトームを用いて、10mの連続切片を作製した。一次抗
体には、1:1000に希釈した抗Ci-GnRHR1ウサギ抗血清と抗R4ニワトリ抗血
清を用いた。さらにポジティブシグナルは1:1000に希釈した抗-ウサギIgG 
ヤギ抗体 Alexa 488 結合と抗-ニワトリIgG ヤギ抗体 Alexa 568 結合
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を二次抗体として用いた、間接蛍光抗体
法によって可視化した。試料は蛍光染色用水溶性封入剤(Calbiochem, San 
Diego, CA)を用いて封入し、倒立蛍光顕微鏡、Nikon Eclipse TE2000-S (Nikon 
Corp., Tokyo, Japan)で観察した。非特異免疫反応は二次抗体のみ、もしく
は、R1、および、R4吸収抗体を用いて観察した。吸収R1抗体、もしくは
吸収R4抗体（1/1000）は、それぞれの抗体作製時に用いた、最終濃度1x10-5M
の抗原ペプチド(YDWFIRYEDHT-NH2、および、WFNEQHIERLPEG-NH2)
と一緒に4℃で1晩保温することにより準備した。 
 
2-2-4 遺伝子導入と細胞 
HEK293MSR細胞は10%非働化ウシ血清を補ったダルベッコ変法イーグ
ル培地（DMEM）中で、37℃、5% CO2条件下で培養した。R1またはR3は
pcDNA4/V5プラスミドベクターを用いて、R4はpcDNA6/mycプラスミドベ
クターを用いてそれぞれクローニングし(Invitrogen, Carlsbad, CA)、
Targefect F-1試薬(Targeting Systems, Santee, CA)を用いてHEK293MSR細胞
に導入した。安定発現体は20 g/ml ブラストシジン、または400 g/ml ゼ
オシンを含む培地を用いて選択した。 
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2-2-5 免疫共沈とウェスタンブロッティング 
カタユウレイボヤ卵巣、または、HEK293MSR発現体の沈殿はプロテア
ーゼ阻害剤を含む 10mM トリス-EDTA緩衝液（pH 7.4）中でホモジナイ
ズし、その膜画分はx 5000 gで60分間遠心することにより得た。膜画分は
放射免疫沈降検定緩衝液(Thermo Scientific, Waltham, MA)中で、回転転倒混
和器を用い、4℃で1時間溶解させた。最終的な卵巣またはHEK293MSR組
み換え体の上清は2gの抗R1ウサギ抗体、または、5gの抗Mycアフィニテ
ィーアガロース(Sigma, St Louis, MO)と混合し、それぞれ、4℃で一晩、回
転転倒混和した。抗R1抗体抗原複合体はプロテインG結合セファロース
(GE Healthcare, Buckinghamshire, United Kingdom)によって沈降した。変性
させた免疫共沈産物をSDS-PAGEで分離し、polyvinylideneフルオライドメ
ンブレン上にブロットした。抗体反応はR4抗体とそれに対する二次抗体、
または、HRP結合V5抗体で検出した。バンドは、ケミルミネッセント検出
系で可視化した(ECL detection kit; GE Healthcare)。 
 
2-2-6 FRETイメージング 
 R1とR4の受容体cDNAをPCRにより増幅されたし、それぞれCFPおよび
YFP融合体構築用ベクターに挿入して、FRETに供した。細胞はガラス底
の35mm細胞培養ディッシュで培養した。R1-CFPとR4-YFPを単独または双
方を一過性発現させた細胞は共焦点蛍光レーザースキャン顕微鏡、
FLUOVIEW FV1000 (Olympus, Tokyo, Japan)を用いて可視化した。CFPと
YFPは458と515nmのそれぞれの波長域のアルゴンレーザーで励起した。放
射蛍光はCFP(475-500nm)、YFP(530-630nm)で測定した。FRET測定には、
458nm波長で励起し、放射蛍光は630nmで測定した。 
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2-2-7 放射性同位体リガンド結合実験 
 [3H]-tGnRH-6 (33 Ci/mmol)はGEヘルスケアのカスタムオーダーサービ
スにより調製した。飽和結合アッセイは各Ci-GnRHR安定発現
HEK293MSR細胞で、トリチウムラベルしたtGnRH-6を用いて行った。同
アッセイでは、5x104の細胞を100lの培地の入った96穴プレートに播種し、
5% CO2条件下、37℃で一晩培養し、50lのDMEM中に移し、続いて50l
のアッセイバッファー(50 mM Tris, 1 mM EDTA, 3 mM MgCl2, and pH 7.4)
中で、1~100nMの間で段階的に希釈した[3H]-tGnRH-6の存在下、4℃、3時
間培養した。非特異的結合は[3H]-tGnRH-6と10Mの非同位体標識tGnRH-6
の両方を用いて、野生型培養細胞を用いて決定した。培養3時間後、細胞
は150lの氷冷PBSで2回洗浄し、可溶化し、シンチレーション計測を行っ
た。全ての総結合試料は3回測定、非特異的結合飼料は2回測定し、そして、
それぞれに対して独立した実験を3回繰り返し、プリズム(GraphPad, La 
Jolla, CA)を用いてデータを解析した。tGnRH-3, -5, -6競合結合に対する実
験は遺伝子導入細胞を用いて行った。細胞は以上に述べたとおりに準備し
た。トリチウム標識された25nM tGnRH-6存在下、アッセイバッファ （ー総
結合）かもしくは、コールドリガンドの希釈液列(10-10 から10-5 Mの範囲) 
のどちらか一方で、バッファー総量100l、4℃で3時間培養した。そして、
細胞を洗浄し、以上に示した様に準備した。全ての試料は3つの独立した
実験系で3回測定した。 
 
2-2-8 細胞内カルシウム動員量とcAMP生成量の決定 
リガンドが誘導する細胞内カルシウム動員測定のため、Ca-3 fluorescent 
calcium indicator mixture (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)を用いて
細胞を60分間培養し、tGnRHリガンドをFlexStation II (Molecular Devices)
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内で細胞に自動的に投与し、リアルタイム蛍光カイネティクスを3分間測
定した。cAMP生成はCatchPointTM Cyclic AMP assay kit (Molecular Devices)
とFlexStation IIを用い、cAMPの蛍光競合イムノアッセイ法により評価した。 
 
2-2-9 ERK 1/2 活性化測定 
 Ci-GnRHR発現HEK293MSR細胞におけるERK 1/2リン酸化はウェスタ
ンブロッティングによって測定した。総ERKとリン酸化ERKは、5nMの
tGnRH-6または25nMのtGnRH-5で刺激した後、HEK293MSR組み換え体か
ら抽出し、付属プロトコールにしたがって、2つのメンブレンで、抗-総ERK 
1/2ウサギポリクローナル抗体と抗リン酸化ERK1/2ウサギ抗体(Cell 
Signaling Technology, Danvers, MA)を用いて、ECL検出キット(GE 
Healthcare)を用いて検出した。 
 
2-2-10 PKC移行アッセイ 
 コラーゲンタイプIでコートされたスライドグラス(Becton Dickinson, 
Bedford, MA)上で、細胞を無血清で15時間培養した。5nMのtGnRH-6、ま
たは、25nMのtGnRH-5で刺激した後、細胞を4%ホルムアルデヒドで15分
間固定し、0.2% トリトン-PBSで30分間、透過処理した。次に、スライド
グラスをブロッキングバッファーでブロッキングし、続いてPKCサブタイ
プ特異的な抗体で処理した(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)。
Alexa 488結合ヤギ 抗ウサギ IgG 二次抗体は抗体反応を可視化するため
に用いた(Invitrogen)。Ci-GnRHR発現細胞中で染色されたPKCは共焦点レ
ーザー顕微鏡、FLUOVIEW FV1000とFV10-ASW1.7ソフトウェア 
(Olympus)を用いて、8細胞からの平均を1スライドあたり4回測定すること
により評価した。結果は細胞質と膜の蛍光強度の比で表した。 
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2-2-11 統計処理 
 実験データは一元配置分散分析の後、Dunnettの多重比較検定を行うこ
とにより解析した。 
 
2-3 結果 
 
2-3-1 Ci-GnRHR1-R4ヘテロダイマーの検出 
 R1-R4ヘテロダイマー形成のための必須条件は同じ細胞において両者が
共発現していることである。そこで、R1とR4の卵巣における発現分布を
免疫染色によって調べた。まず、R1の発現は、哺乳類の顆粒膜細胞に相当
すると考えられているホヤ卵細胞のテスト細胞に特異的に検出された（図
2-2）。さらに、二重免疫染色によりR4の発現は多くの部分でR1と共局在し
ていた（図2-2）。免疫染色の特異性を確認するために吸収抗体を用いて実
験を行った場合においては、シグナルは検出されなかった（図2-2B, D）。
次に、抗R1、R4抗体を用いた卵巣膜の免疫共沈を行ったところ、分子量
100kDで、R1とR4に対応する特異的なバンドを検出した(図2-3A)。このこ
とから、ホヤ卵巣において、R4がR1とヘテロダイマーを形成することが
明らかになった。R1とR4の間の相互作用をさらに調査するために、tGnRH
リガンドを投与せずに、V5標識R1とMyc標識R4をHEK293MSR細胞に安定
発現させ、免疫共沈実験を行った。膜画分における抗Mycモノクローナル
抗体で免疫沈降し、さらに抗V5モノクローナル抗体を用いて免疫共沈物
のウェスタンブロッドを実施した。図2-3Bに示す様に、R1-R4ヘテロダイ
マーに対応する特異的なバンドは両方の受容体が発現している細胞にお
いてのみ100kDで検出されたが、（図2-3B、3列目）空ベクターを発現させ
たもの（1列目）とどちらか一方の受容体では検出されなかった（2列目、 
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図 2-2 ホヤ卵巣での R1 と R4 の局在 
R1およびR4に対する特異的な抗体とそれに対応する二次抗体による間接蛍光抗体法に
よって検出。A: 抗-R1 抗体、B: 抗-R1 吸収抗体、C: 抗-R4 抗体、D: 抗-R4 吸収抗体、
E: A,C,F の重ね合わせ像、F: 明視野像（IFC:内濾胞細胞、TC:テスト細胞、Yo:卵黄）。
R1 と R4 は卵巣内卵細胞のテスト細胞において共発現していた。 
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図 2-3 免疫共沈による R1-R4 ヘテロダイマーの検出 
(A)ホヤ卵巣から抽出した膜タンパク質を用い、抗-R1 抗体で免疫沈降させ、抗-R4 抗
体を用いたウェスタンイムノブロットにより検出。(B)V5 標識した R1 と Myc 標識し
た R4 を培養細胞膜上に共発現させ、抗-Myc 抗体で免疫沈降、抗-V5 抗体によるウェ
スタンイムノブロットにより検出。結果、卵巣においても培養細胞発現系においても
R1-R4 ヘテロダイマーが検出された。R1、R4 単発現体（2 列目、4 列目）、R1 と R4
の免疫沈降物の混合物（5 列目）、および、V5 標識した R3 と R4 においては、ヘテロ
ダイマーの形成は検出されなかった。 
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4列目）。さらに、それぞれの受容体を発現させた細胞から別々に調製した
膜画分を混合した同一条件での免疫沈降で、バンドが検出されないことか
ら、人為的な結果からのR1-R4ヘテロダイマー形成はないことが証明され
た(図2-3B、5列目)。加えて、V5標識R3とMyc標識R4の免疫共沈実験にお
いては、バンドが確認されなかった(図2-3B、6列目)。これらのデータから、
R4が特異的にR1と恒常的にヘテロダイマーを形成するという事実が明ら
かになった。さらに、R1-CFPかR4-YFPのどちらか一方のみ、または両方
のコンストラクトを共発現させた細胞では、両方の受容体を導入した
HEK293MSR細胞においてのみFRETが検出された(図2-4)。以上の実験から、
R4がR1と特異的にヘテロダイマーを形成することを立証できた。 
 
2-3-2 細胞内シグナル伝達におけるR1-R4ヘテロダイマーの効果 
 RT-PCRと質量分析から、Ci-gnrh-1遺伝子にコードされているtGnRH-3, 
-5, -6 (pQHWSYEFMPG-NH2, pQHWSYEYMPGNH2,pQHWSKGYSPG- 
NH2)が、成体のホヤで为に存在するGnRHアイソフォームであることを明
らかにしていた (Kawada et al. 2009)。したがって、我々はCi-GnRHRに対
するtGnRH-3, -5, -6の活性を評価した。さらに、細胞内カルシウム動員は
tGnRH-6が結合したR1によってのみ低濃度で引き起こされることが知ら
れており(Tello et al. 2005)、図2-5Aに示すように同様の結果が得られた。
一方、図2-5Bに示すように、R1のみ発現させた細胞(EC50 = 6.92 nM)と比
較して、R1-4を共発現させた細胞(EC50 = 0.55 nM)では10倍以上強力な
tGnRH-6特異的細胞内カルシウム動員が検出された。加えて、R1安定発現
体を用いた、tGnRH-6によるカルシウム動員におけるR4発現レベルの濃度
依存効果は検出された(表2-3)。一方、R1単発現体と比較して、R1-4共発現
体のcAMP生成に変化はなかった(図2-5C、D)。さらに、リガンド結合実験 
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図 2-4 FRET 画像解析による R1-R4 ヘテロダイマーの検出 
上段が R1 単発現、中段が R4 単発現、下段が R1,R4 共発現。 
左が CFP、中央が YFP、左が FRET 像。 
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図 2-5 細胞内シグナル伝達におけるヘテロダイマーの効果 
A,、B は、R1 単発現細胞（A）と R1-R4 共発現細胞(B)での tGnRH-6 によるカルシ
ウム動員の濃度依存曲線。1M の tGnRH-6 蛍光強度を 100%としてとった。 
濃度依存的な cAMP の生成を蛍光競合イムノアッセイよって検出した(C、D)。C は
R1 単発現細胞、D は R1-R4 共発現細胞における tGnRH-6 の濃度依存曲線。R1 単
発現細胞と R1-R4 共発現細胞の間の cAMP 生成量に変化はなかった。 
結果は、3 回行った実験の結果の平均±標準誤差で示した。 
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表2-1 R1、R1-R4ヘテロダイマーとR4のリガンド結合特性 
[3H]-tGnRH-6 Binding 
Kd (nM) Bmax (fmol/well)  
R1 R1–R4 R4 R1 R1–R4 R4 
29.7 ± 8.5 27.6 ± 9.4 ND 450.3 ± 47.4 492.1 ± 55.3 ND 
 
 
表2-2 tGnRH-3, -5, -6の50%阻害濃度(IC50) 
[3H]-tGnRH-6-Binding Affinity IC50 (nM) 
Ligands R1 R1–R4 R4 
tGnRH-3 130.7 ± 30.5 112.8 ± 40.6 >1,000 
tGnRH-5 36.1 ± 11.3 32.4 ± 13.5 >1,000 
tGnRH-6 7.5 ± 3.2 8.1 ± 3.6 >1,000 
 
 
表 2-3 R1 安定発現 HEK293MSR 細胞で、R4 発現量を変化させた場合の
tGnRH-6 による細胞内カルシウム動員の変化 
Amounts of transfected 
R4 vector (g) 
0 0.05 0.2 0.4 2 
EC50 (nM) 6.92  0.15 5.68  0.43 2.41  0.28 0.82  0.15 0.55  0.08 
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図 2-6 R1、R1-R4 ヘテロダイマーの結合アッセイ 
(A) R1、R1-R4、R4、または、mock に対する [3H]-tGnRH-6 の飽和結合解析結
果。R4 は結合せず、R1-R4 ヘテロダイマーは R1 と同等の結合親和性を示した。 
(B) [
3
H]-tGnRH-6 に対する tGnRH-6 を増加させることによる競合的結合解析。
R1 と R1-R4 ヘテロダイマーの結合親和性は同等であった。 
(C) tGnRH-3, -5, -6 が誘発する[3H]-tGnRH-6 存在下での R1 と R1-R4 への競合的
結合親和性。 
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の結果から、tGnRH-6がR1に高い親和性を示すことが明らかとなり、
tGnRHの親和性の順番はtGnRH-6 > -5 > -3（表2-2、図2-6）であるが、R4 
はどのtGnRHとも結合しなかった（表2-1、図2-6）。さらに、R1-4ヘテロ
ダイマーはR1に対するtGnRHと同等の結合親和性を示した（表2-1、2-2、
図2-6）。これらの結果をまとめると、R4とのヘテロダイマー形成が
tGnRH-6によるR1によるカルシウム動員を上昇させるが、これは結合親和
性を変化させることに起因しないことを明らかにした。 
 
2-3-3 R1またはR4を介したtGnRHによるERK1/2リン酸化とPKCの移行 
 これまでに、GnRHRは为にカルシウム依存性、または、非依存性のPKC
活性化を介したMAPK経路因子であるERK1/2のリン酸化を誘導すること
が示されている(Shacham et al. 2001)。R1のみを発現させた細胞に5nMの
t-GnRH-6を投与した場合、リン酸化ERK1/2のバンドはリガンド投与後5分
で最大となり、そして、15分で基底レベルに戻るという、典型的なERK1/2
リン酸化が誘導された（図2-7A）。興味深いことに、細胞内カルシウム動
員活性を持たない25nM tGnRH-5投与によっても同様のリン酸化の誘導が
観察された（図2-7B）。tGnRH-3はどの受容体発現細胞でもERK1/2リン酸
化を起こさなかった。特筆すべきは、R1-R4共発現細胞がR1単発現細胞と
比較して、tGnRH-5投与時に3倍、tGnRH-6投与時に5倍以上ERK1/2リン酸
化を上昇させたことである（図2-7A、B）。さらに、ERK1/2リン酸化を介
するプロテインキナーゼC (PKC)のサブタイプを決定することを目指した。
PKCとの阻害剤であるGo6983の添加はR1細胞におけるtGnRH-5
もしくはtGnRH-6によるERK1/2リン酸化の誘導を、結果として有意に減尐
させた（それぞれ、阻害剤無処理細胞の41%および40%）。このことから、
R1を介したtGnRH-5, -6によるERK1/2リン酸化の大部分が上記のPKCサブ 
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図2-7 R1またはR1-R4を発現したHEK293MSR細胞における25nM 
tGnRH-5 または 5nM tGnRH-6 投与による ERK1/2 リン酸化の誘導 
(A) R1(上段)と R1-R4(下段)を介した tGnRH-5 または tGnRH-6 処理 0~60 分後の
ERK1/2 リン酸化のウェスタンブロット (B) 結果は濃度計を用いて、処理 0 分後濃
度を基底値として解析した。(C) R1 発現細胞における tGnRH-5 または tGnRH-6 に
よる ERK リン酸化は 1mM Go6983 の存在下で部分的に阻害され、R1-R4 発現にお
ける阻害がR1単発現時と比較してより顕著であった。阻害剤の対照区としては0.1% 
DMSO を投与した。空ベクターを用いた場合、tGnRH-5 または tGnRH-6 による
ERK リン酸化は誘導されなかった。(D) Go6983 の阻害効果の定量化。結果は平均
値±標準誤差で示した。 
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図 2-8 R1 または R1-R4 を発現細胞において、25nM tGnRH-5 また
は 5nM tGnRH-6 によって誘導される PKCと PKC の移動 
R1もしくはR1-R4の安定発現細胞をtGnRHもしくは対照区としてのPBSで固定する
5分前に処理した。(A) PKC (sc-208; Santa Cruz Biotechnology) and PKC (sc-216)抗
体を用いた代表的な免疫染色図を示す。スケールバー: 10m。(B) 細胞膜と細胞質
での染色されたPKCの輝度の比率を共焦点顕微鏡と解析ソフト、FV10-ASW1.7 
(Olympus)を用いて定量した。結果は平均値±標準誤差で示した。 
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表2-4 各グループにおける細胞質と細胞膜の蛍光抗体染色されたPKC蛍
光強度の比率 
PKC-  
 Control tGnRH-5 tGnRH-6 
R1 1.083  0.017 1.166  0.03 1.542 0.056 
R1-R4 1.201 0.051 1.202 0.066 1.952 0.091 
 
PKC-  
 Control tGnRH-5 tGnRH-6 
R1 1.23 0.077 1.552 0.115 1.36 0.047 
R1-R4 1.198 0.083 1.904 0.067 1.837 0.078 
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タイプのいずれかにより媒介されることが明らかになった。図2-7C、Dで
示すように、Go6983による阻害は、ヘテロダイマー発現細胞において、
より劇的に増強された（阻害剤無処理細胞のそれぞれ、13%と20%）。この
ことは、R1-4ヘテロダイマーを介したERK1/2リン酸化が、R1のみの場合
と比較して、PKC活性化に、より密接に依存していることを示唆している。
PKCはそれらの細胞質から細胞膜内側へ速やかに移動することで活性を
発揮する(Kratzmeier et al. 1996; Farshori et al. 2003; Shah et al. 2003)。そこで、
tGnRH-5か tGnRH-6のどちらか一方を投与してから5分後に、R1または
R1-4発現細胞で、Go6983感受性PKCサブタイプであるPKCそして、
の移動を免疫染色で観察した。その結果、R1発現細胞において、PKC
がtGnRH-6のみによって移動し、PKCの移動はtGnRH-5とtGnRH -6の双方
で誘導されることを明らかにした（図2-8、表2-4）。これらの結果はGnRH
がPKCとPKCの移動を誘導するという知見(Farshori et al. 2003; Shah et 
al. 2003; Kratzmeier et al. 1996)と一致する。R1-4ヘテロダイマー発現細胞に
おいては、tGnRH-6はR1発現細胞と比較して、PKCの移動を2倍程度増強
した（図2-8、表2-4）。同様に、tGnRH-5、および、-6によるR1-4ヘテロダ
イマー発現細胞におけるPKC の移動は、R1発現細胞と比較して、それぞ
れ、1.8、および、1.7倍増強された（図2-8、表2-2）。これらの結果は、R1-R4
ヘテロダイマーがtGnRH-6によるPKC、並びに、tGnRH-5とtGnRH -6によ
るPKC の移動をより強力に誘導することを明らかにした。 

2-4 考察 
 本章では、ホヤGnRH受容体であるR1とそのオーファン受容体パラログ
であるR4とのヘテロダイマー形成が、R1によって制御されるPKCを介し
たMAPK経路を調節することを証明した（図2-9）。特に重要なことは、 
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図2-9 Ci-GnRHR1 & Ci-GnRHR4ヘテロダイマーによるリガンド選択
的なシグナル伝達調節機構 
t-GnRH5とt-GnRH6がCi-GnRHR1を介して引き起こすそれぞれのシグナル伝達経路
（細胞内カルシウム動員、PKCサブタイプ活性化、ERK1/2リン酸化）を、Ci-GnRHR4
とヘテロダイマーを形成することにより増強する。 
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GnRH受容体とそのオーファン受容体パラログとの間でヘテロダイマーを
形成し、リガンド選択的な様式で特異的なPKCサブタイプの活性化を経て、
最終的にERKリン酸化を引き起こすというシグナル伝達機構の存在を明
らかにしたことである（図2-5、2-7、2-8）。 
カルシウム依存性PKCサブタイプであるPKCはR1を介してtGnRH-6に
よってのみ活性化され、その移行はR1とR4のヘテロダイマー形成によっ
て顕著に増強された（図2-8）。これらの結果は、R1単独とR1-R4ヘテロダ
イマーの比較を通じてtGnRH-6が10倍強力なカルシウム動員を誘導した
セカンドメッセンジャーアッセイと一致する（図2-5）。tGnRH-6はカルシ
ウム非依存PKCであるPKC もまた増強した（図2-8）。さらにPKCの移動
はR1またはR1-R4でカルシウム動員活性を示さないtGnRH-5によっても誘
導された（図2-8）。これらの結果から、tGnRHがカルシウム依存と非依存
シグナル伝達系の双方を制御する因子であるということを結論できる。 
R1-R4ヘテロダイマー形成はtGnRHの幾つかに対するR1の結合親和性
とその発現を変化させなかったが、R4はR1が引き起こすシグナルカスケ
ードを調節した（図2-5、2-7、2-8）。近年、アゴニストとの結合により、
GPCRが複数の活性型構造を形成して異なったシグナル伝達経路の活性化
を導くという知見が増加しつつある(Caunt et al. 2006; Dobkin-Bekman et al. 
2006; Milligan and Smith 2007; Satake and Sakai 2008)。これらの知見から、
R1の異なった活性型構造がtGnRH-5と-6によって誘導され、その異なった
活性型構造がPKCとR4とのヘテロダイマー形成により増強されたと考
えられる。言い換えれば、R4はR1の複数の活性型構造を安定させる内因
性のアロステリック調節因子であるとも言える。 
哺乳類において、幾つかのオーファン受容体がヘテロダイマーユニット
として機能することがこれまでに報告されている（オーファン受容体Mas
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関連遺伝子と-アラニン受容体MrgD、GPR50とメラトニン受容体がそれ
ぞれヘテロダイマーを形成する）(Levoye, Dam, Ayoub, Guillaume, Couturier, 
et al. 2006; Levoye, Dam, Ayoub, Guillaume, Jockers, et al. 2006; Milasta et al. 
2006)。これらの知見は本論文のデータと一致する。したがって、本章の
研究結果は、「オーファン」受容体は、未同定リガンドとの特異的な相互
作用を通じてシグナル変換因子として直接的に活性化されるのではなく、
むしろ、ヘテロダイマー形成を介した非オーファンGPCRの機能的調節因
子としての役割を果たしていることを示唆している。 
 6番目のグリシンはタコ(Iwakoshi-Ukena et al. 2004; Kanda et al. 2006)と
海産円口類(Kavanaugh et al. 2008)を含むカルシウム動員を引き起こす全て
のGnRHで保存されている。近年の研究から、旧口動物のGnRHでも脊椎
動物GnRHの位置に相当するグリシンを持つことが明らかになっている
(Tsai and Zhang 2008)。これらの知見から、祖先型GnRHは6番目のグリシ
ンを持つことが示唆される。ホヤにおいて、tGnRH-6だけが6番目のグリ
シンを有し(Adams et al. 2003)、R1を通じてカルシウム動員を上昇させる
(Tello et al. 2005)。従って、R1とtGnRH-6のペアは共通祖先から保存されて
いるGnRHシグナル伝達機構であり、他のt-GnRHはホヤ独自のパラログで
あると考えられる。さらに分子系統樹解析から、R2、R3、R4が遺伝子重
複を介して生じたホヤ特異的なGnRH受容体パラログであることが示され
ている(Kusakabe et al. 2003; Tello et al. 2005)。R1、R2、R3は異なったリガ
ンド特異性を有し、別々のシグナル伝達経路を介する(Tello et al. 2005)と
いう知見とあわせると、R1-R4ヘテロダイマーによる複数のシグナル伝達
経路のリガンド選択的調節は、ホヤGnRH作動系の分子、および機能の進
化と関連していることが強く示唆される。また、脊椎動物において本質的
に保存されている視床下部-下垂体-末梢内分泌系がホヤには欠けているこ
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とを見逃してはならない。(Campbell et al. 2004; Satake and Kawada 2006)。
これらの知見から、ホヤが脊椎動物における正常な生殖機能のための必要
条件であるGnRH作動系内分泌系、視床下部-下垂体-生殖腺軸を欠いてい
る、つまり、tGnRHは視床下部ホルモンとして作用し得ないことは明白で
ある。一方、tGnRH作動系ニューロンは卵巣に直接投射しており(Terakado 
2001; Adams et al. 2003)、Ci-GnRHRは卵巣の細胞に発現している（図2-2）。
これらの結果から、tGnRHは神経ペプチドとして卵巣機能の制御に関わっ
ているといえる。すなわち、脊椎動物におけるホルモンとしてのGnRHと
比較すると、複数のGnRHリガンドが生じたことと並列して、複数のGnRH
受容体パラログの生成とR1-R4ヘテロダイマー形成を通じ、神経ペプチド
性GnRHシグナル伝達経路の時空間的な精密調節機構の確立につながった
と推定される。そして、種特異的オーファンGPCRが存在するという可能
性を考えると、GnRH受容体を含むGPCRとそれらのオーファンサブタイ
プとのヘテロダイマーの存在が、シグナル分子による生命機構の精密調節
の種特異的な進化・多様化につながっていることが推定される。 
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第 3 章 
 
新規 GnRH 関連ペプチド、Ci-GnRH-X の同定 
 
3-1 序論 
 GnRHは視床下部ホルモン、神経ホルモン、神経ペプチドとして多くの
生殖プロセスの制御において中心的な役割を果たしている(Cheng et al. 
2005; Millar et al. 2004)。ヒトでは、GnRHは下垂体における生殖腺刺激ホ
ルモン(ゴナドトロピン)の合成と分泌を促すだけでなく、ステロイド合成
や細胞増殖、アポトーシス、胚の着床などの、多くの末梢機能も制御する
(Cheng et al. 2005)。これまでの報告によると、24種の脊索動物（脊椎動物
とホヤ）GnRHと2種の旧口動物（アメフラシとタコ）GnRHが現在、同定
されており(Adams et al. 2003; Iwakoshi et al. 2002; Kanda et al. 2006; 
Kavanaugh et al. 2008; Millar et al. 2004; Tello et al. 2005; Zhang et al. 2008)、
GnRH族の広範な種間における存在と分子的多様性が示されている。全世
界に分布するホヤの代表種、カタユウレイボヤは脊椎動物に非常に近縁な
無脊椎動物（原索動物）であり、発生生物学や進化生物学における優れた
モデル生物として活用されてきた。さらに、近年、昆虫や線虫の様な他の
無脊椎動物とは異なり、カタユウレイボヤはインスリン/リラキシン、CCK/
ガストリン、カルシトニン、バソプレシン、タキキニンなどの多くの脊椎
動物の神経ペプチドやホルモンの真の同族体やプロトタイプを保存して
いることが明らかになり、原索動物という系統発生上の重要な位置に加え
て、GnRHを対象とする内分泌学や神経生物学においてもその重要性が認
識されつつある (Aoyama et al. 2008; Johnsen et al. 1990; Kawada et al. 2008; 
Millar et al. 2004; Olinski et al. 2006; Satake et al. 2006; Satake et al. 2004; 
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Sekiguchi et al. 2009; Sherwood et al. 2006)。 
tGnRH-3 ~ -8と呼ばれる6種のホヤGnRHがカタユウレイボヤからも同定
されている。これらのペプチドは、GnRHの共通配列を保存している。対
照的に、tGnRHは脊椎動物や旧口動物と比較して、ホヤ特有の性質も有し
ている。1つ目の特徴として、1つの前駆体遺伝子が3つのアイソフォーム
をコードしていることが挙げられる（Ci-gnrh1遺伝子はtGnRH-3, -5, -6を、
Ci-gnrh2遺伝子はtGnRH-4, -7, -8をそれぞれコードしている）(Adams et al. 
2003)。この前駆体構造は、1つのGnRH配列のみを有する他のGnRH前駆体
遺伝子とは性質が異なる。2つ目として、ホヤが有する3つの機能的GnRH
受容体であるCi-GnRHR1 ~ 3がそれぞれ独自のリガンド選択性シグナル伝
達経路を有することである。以上の知見は、脊索動物種内でのGnRHの構
造と機能における進化的共通性と多様性の両方を示す。本章において、
Ci-GnRHRの内因性アンタゴニストである新規GnRH関連ペプチド、
Ci-GnRH-Xの一次配列と受容体に対する作用を明らかにし、カタユウレイ
ボヤ独特のGnRHシグナル伝達系の意義について考察する。 
 
3-2 材料と方法 
 
3-2-1 実験動物 
 実験動物については、2章と同様である。 
 
3-2-2 質量分析装置(MS)によるCi-GnRH-Xの検出 
 7gのカタユウレイボヤ中枢神経複合体を、液体窒素を加えて磨砕するこ
とにより組織を粉砕し、80mlのメタノール/水/酢酸溶液(90:9:1)で抽出した。
蒸留抽出物をSuperdexTMゲルろ過カラム(GE Healthcare, Buckinghamshire, 
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UK)を用いて分離した。精製した抽出物はZip-Tip scx (Millipore, Billerica, 
USA)で処理し、そして、保持されているペプチドはホルムアミド(pH 4.0)
によって段階的に溶出させ、その溶液をC18逆層カラム(Capillary Ex-Nano 
inertsil Peptides C18 0.2 mmx 150 mm; GL Sciences Inc., Torrance, CA, USA)
に直接加えた。アンカーチップ上の最終ペプチドはultraflex III MALDI 
TOF/TOF MS 装置 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)を用いて測定し、結
果として生じるマススペクトルのデータはMASCOTデータベース検索
(Matrix Science, Tokyo, Japan)を用いて解析した。 
 
3-2-3 RT-PCRによるCi-gnrh1, -2, および –Xの遺伝子発現解析 
 RT-PCRに供した全てのプライマーは表3-2に示した。1st. strand cDNAは
Ex-Taq (Takara-Bio, Kyoto, Japan) を用いて、サーマルサイクラー (model 
9700; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) で増幅した。PCRプログラ
ムは、94℃1分間の後、94℃30秒間、55℃30秒、72℃1分間で30サイクル、
そして、最後に72℃5分間に設定した。PCR産物は1.5%アガロースゲルを
用いて電気泳動した。さらに、PCR産物をBig-Dye sequencing kit (Applied 
Biosystems)を用いて、ABI PRISMTM 3130xl Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems)で配列解析した。 
 
3-2-4 二重 in situ ハイブリダイゼーション 
 Ci-gnrh1とCi-gnrh-X cDNAのORFをRT-PCRによって増幅した。使用した
プライマーの配列は表3-2に示した通りである。PCRプログラムは、94℃
で1分間の後、94℃30秒間、55℃30秒、72℃1分間で30サイクル、そして、
最後に72℃5分間に設定した。得られたPCR産物は、pCR II TOPO dual 
promoter ベクター (Invitrogen, San Diego, CA, USA)に挿入した。DIG標識 
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表 3-2A RT-PCR に用いたプライマーの配列 
Ci-GnRH-X   CLSTR:ID 10761r1 
Forward: nt 89 - 106   GAAGCTCAACATTGGAGT          
Reverse: nt 358 - 343   CAGGATCCGTTGCAAG         
 
Ci-GnRH1   CLSTR ID: 14373r1 
Forward: nt 209 - 225   CTCGATCTTGGTTTGGG          
Reverse: nt 482 - 466   CTTTGCTCCAATGCTGA          
 
Ci-GnRH2   CLSTR ID: 07965r1 
Forward: nt 128 - 144   CGGATTTTGAGGACGAA          
Reverse: nt 437 - 423   CGACCGAAGTCACCT            
 
GAPDH   CLSTR ID: 37267 
Forward: nt 32 - 46   GACGAATTGGACGCTT              
Reverse: nt 312 - 295   GATGGTTGTGAAAACTCC           
 
nt: ヌ ク レ オ チ ド 、 ‘CLSTR ID’ は ホ ヤ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス
(http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/indexr1.html)中の遺伝子識別番号である 
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表 3-2B in situ hybridization に用いたプライマーの配列 
Ci-GnRH-X   CLSTR:ID 10761r1 
Forward: nt 32 - 55   ATGCATAAAATTTCTGTATGTGTG 
Reverse: nt 367 - 347   TTAGTATTCCAGGATCCGTTG 
 
Ci-GnRH1   CLSTR ID: 14373r1 
Forward: nt 27 - 48   ATGTTGGATATCGAAAAGGAC 
Reverse: nt 666 - 687   TTATTCTACGTCAGATCCTTTG 
 
nt: ヌ ク レ オ チ ド 、 ‘CLSTR ID’ は ホ ヤ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス
(http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/indexr1.html)中の遺伝子識別番号である 
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RNAプローブの調製と中枢神経複合体の in situ ハイブリダイゼーション
は、BCIPとFast-Red (Invitrogen)を可視化に用いたことと、Ci-gnrh-X RNA
プローブをハイブリダイズし、洗浄し、そして、BCIPでの染色後、Fast-Red
により染色した以外は、以前の報告の通りに行った(Satake et al. 2004)。 
 
3-2-5 ペプチド合成と精製 
 Ci-GnRH-XとtGnRHペプチドは、solid-phase peptide synthesizer (Model 
433A, Applied Biosystems)を用いて、FastMoc法によって合成し、C18逆層
HPLCカラム (COSMOSIL 5C18-AR-II; size 20 mm x 250 mm, Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan)で精製した。ペプチド配列は、MALDI TOF/TOF MS
を用いて確認した。 
 
3-2-6 Ci-GnRHRを介した細胞内カルシウム動員とcAMP生成量の測定 
 HEK293MSR細胞(Invitrogen)は5% CO2と湿度100%条件下で、10% (v/v)
ウシ血清(FBS)、0.1mM非必須アミノ酸を加えたDMEMを用いて培養した。 
各Ci-GnRHR ORFを挿入したpcDNA6プラスミド、または、空ベクターを、
添付プロトコールに従って、Targefect F-1試薬(Targeting Systems, Santee, 
CA, USA)を用い、HEK293MSR細胞に導入した後、48時間培養した。リガ
ンドが誘導する細胞内カルシウム動員測定のために、細胞をCa-3 
fluorescent calcium indicator mixture (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
を用いて60分間培養し、多様な濃度のtGnRHリガンドをFlexStation II 
(Molecular Devices)内で細胞に自動的に投与した。励起波長485nm、放射波
長525nmでのリアルタイム蛍光カイネティクスをFlexStation IIを用いて3
分間測定した。cAMP生成は添付のプロトコールに従って、CatchPointTM 
Cyclic AMP assay kit (Molecular Devices)とFlexStation IIを用い、cAMPの蛍
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光競合イムノアッセイ法により評価した。結果は平均±標準誤差で示した。
データは、一元配置分散分析の後、Dunnettの多重比較検定を行うことに
より解析した。 
 
3-3 結果 
 
3-3-1 Ci-GnRH-Xとその前駆体の同定 
 カタユウレイボヤ神経複合体抽出物の質量分析から、1851.61の分子量
に対応するシングルピークを検出した。以下のMALDI-TOF/TOF MS/MS
解析から、ペプチドの配列が図3-1Aに示す様なpQHWSNWWIPGAPGYNG 
– amideであることが明らかになった。このペプチド配列は、ホヤのゲノム
データベース解析により、以前にSherwoodらによって示されていた
tGnRH-Xのそれと一致した(Tello et al. 2005)。このホヤペプチドはN末端の
pQHWS配列とC末端のアミド化グリシンという、GnRHの共通配列を含ん
でいた(表3-1)。特筆すべきは、このホヤGnRH関連ペプチドは、脊索動物
GnRHの10残基、軟体動物GnRHの12残基などと異なり、それらより4 ~ 6
残基長い、16アミノ酸残基から構成されていることと、GnRH族ペプチド
に共通であるC末端から2残基目の位置のプロリンを欠いていたことであ
る(表3-1)。そこで、このホヤGnRH関連ペプチドをCi-GnRH-Xと称した。 
 Ci-gnrh-X cDNAの全長配列は神経複合体からクローニングした。この配
列はカタユウレイボヤのゲノムデータベースにおけるCLSTR ID 10761遺
伝子と完全に一致した(www.ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/indexr1.html)。同cDNA
にコードされていたアミノ酸配列は、①シグナルペプチド、②グリシンC
末端アミド化シグナルとLys-Argプロセシングサイトの横に位置する
Ci-GnRH-X配列、そして、③他のGnRH前駆体と同様のGnRH結合タンパク 
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図 3-1 質量分析による Ci-GnRH-X の検出 
(A) Ci-GnRH-X の MALDI TOF/TOF MS/MS スペクトル。Ci-GnRH-X ペプチドの
b-ion を示す。(B) Ci-GnRH-X の前駆体配列。シグナルペプチドは下線、ペプチド配
列は囲い文字、2 残基のプロセシングサイト(KR)はイタリックで示す。 
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表3-1 Ci-GnRH-Xと典型的な脊索動物GnRHの配列 
Peptide Sequence Species 
Ci-GnRH-X pQHWSNWWIPGAPGYNG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-3 pQHWSYEFMPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-5 pQHWSYEYMPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
t-GnRH-6 pQHWSKGYSPG-amide Ascidian (C. intestinalis) 
GnRH-I pQHWSYGLRPG-amide Human 
GnRH-II pQHWSHGWYPG-amide Human 
GnRH-III pQHWSYGWLPG-amide Fish 
N-末端と C-末端の GnRH 共通配列は赤字で示した。 
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(GAP) の3つの領域から構成されていた(図3-1B)。Ci-GnRH-Xの配列の前
後には、それぞれ２残基のプロセシングサイトが存在していたことから、
成熟したCi-GnRH-Xは質量分析により検出したpQHWSNWWIPGAPGYN 
G-amideであることが裏付けられた(図3-1, 表3-1)。つまりCi-GnRH-Xは、
カタユウレイボヤ神経複合体の中で生成するペプチドとして、確実に存在
することが明らかになった。 
 
3-3-2 Ci-gnrh-X遺伝子の発現 
 RT-PCR解析により、Ci-gnrh-X遺伝子は成体の神経複合体(図3-2A)と幼生
(図3-2B)に特異的に発現していることが明らかになった。また、Ci-gnrh1
遺伝子も成体の神経複合体と幼生で特異的に発現していた(図3-2B)。しか
しながら、Ci-gnrh2遺伝子は、幼生には発現していたが、成体の神経複合
体には発現していなかった。また、ホヤ成体神経複合体抽出物の質量分析
により、ホヤ神経複合体におけるCi-gnrh1遺伝子にコードされている
tGnRH-3, -5, -6の存在が明らかになった(図3-5)のに対し、Ci-gnrh2遺伝子に
コードされているtGnRH-4, -7, -8は質量分析によって検出できなかった。
したがって、このペプチドミクスプロファイルはRT-PCR解析のデータと
一致する(図3-2B)。さらに、in situ ハイブリダイゼーション解析により、
Ci-gnrh-X遺伝子が脳神経節に大量に発現していることと、Ci-gnrh1遺伝子
もまた脳神経節に大量に発現していることが分かった。そこで、Ci-gnrh-X
遺伝子とCi-gnrh1遺伝子の局在を詳細に調査するために、脳神経節で二重 
in situ ハイブリダイゼーション解析を行った。その結果、興味深いことに、
Ci-gnrh1遺伝子はCi-gnrh-X遺伝子と完全に共発現していたが、Ci-gnrh-X遺
伝子のみが単独で発現している細胞もまた存在した(図3-2C ~ E)。以上の
結果から、Ci-GnRH-Xはカタユウレイボヤにおいて、Ci-gnrh-1遺伝子と共
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発現している神経ペプチドとして機能していることが判明した。 
 
3-3-3 tGnRHとのCi-GnRH-Xのアンタゴニスト的効果 
 カタユウレイボヤにはCi-GnRHR1, R2, R3と呼ばれる3種のGnRH受容体
があり、tGnRHによってリガンド選択的に活性化される(Tello et al. 2005)。
しかしながら、Ci-GnRH-XはどのCi-GnRHRも活性化しないことから、活
性を持たないと考えられた。そのため、筆者らはCi-GnRH-XのCi-GnRHR
に対するアンタゴニスト的な効果について調査した。RT-PCRと質量分析
の結果、Ci-gnrh2遺伝子が神経複合体に発現していないことから、成体の
神経複合体において为に活性があるのはCi-gnrh1遺伝子がコードする
tGnRH-3, -5, -6であることが明らかになった(図3-2B)。そのため、筆者らは
tGnRH-3, -5, -6に対するCi-GnRH-Xの阻害効果を調査した。Ci-GnRHR1は
tGnRH-6と高い特異性をもって反応し、細胞内カルシウ動員とcAMP生成
を誘導する(Tello et al. 2005)。興味深いことに、Ci-GnRH-X投与により、
Ci-GnRH-R1を介したtGnRH-6による細胞内カルシウムイオンの上昇と
cAMP生成は、1x10-8Mから濃度依存的に10 ~ 60%の範囲で低下した(図
3-3A, B)。この結果から、Ci-GnRH-XがCi-GnRHR-1を介したtGnRH-6の活
性を緩やかに阻害することが明らかになった。tGnRH-6はまた、
Ci-GnRHR2を介したcAMP生成を強く誘導することが知られている(Tello 
et al. 2005)。しかしながら、Ci-GnRHR2を介してtGnRH-6が引き起こす
cAMP生成にCi-GnRH-Xは影響を及ぼさなかった(図3-3C)。これらの結果
から、Ci-RnRHR1でのCi-GnRH-Xの阻害効果が非特異的な作用ではないこ
とが明らかになった。tGnRH-3, -5はCi-GnRHR3を介したcAMP生成を特異
的に活性化することが知られている(tGnRH-6は活性化しない)(Tello et al. 
2005)。Ci-GnRHR3に対する作用を検討したところ、Ci-GnRH-Xが1x10-8M  
48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-2 Ci-gnrh-X 遺伝子と Ci-Gnrh1 遺伝子の発現 
(A) Ci-gnrh-X 遺伝子（上段）と Ci-GAPDH（下段）遺伝子の組織発現分布。
(B) 成体神経複合体と幼生における Ci-gnrh-1, -2, -X、および、Ci-GAPDH
遺伝子の発現。(C-E) Ci-gnrh-1 遺伝子(水色)と Ci-gnrh -X 遺伝子(赤、白矢
印)の遺伝子局在と、それらの共局在(深紫、黒矢印)。 
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図 3-3 Ci-GnRH-X の作用 
(A) R1 を介した tGnRH-6 の細胞内カルシウム動員に対する Ci-GnRH-X の阻害活性
と(B) cAMP 生成に対する Ci-GnRH-X の阻害活性。(C) R2 を介した tGnRH-6 の
cAMP生成に対するCi-GnRH-Xの阻害活性。R3を介した(D) tGnRH-3と(E) tGnRH-5
の cAMP 生成に対する Ci-GnRH-X の阻害活性。Ci-GnRH-X 非存在下での 1x10-8M
のそれぞれの tGnRH の活性を 100%とした。結果は平均値±標準誤差で示した。 
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図 3-4 質量分析による tGnRH-3、-5、-6 の検出 
カタユウレイボヤの中枢神経複合体の抽出物での、tGnRH-3、-5、-6 の MALDI 
TOF/TOF MS/MS スペクトル。tGnRH-3、-5、-6 は、ペプチドとしてカタユウレイ
ボヤの中枢神経複合体に存在する。 
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~ 10
-5
Mの範囲で、tGnRH-3, -5によるcAMP生成を濃度依存的に10 ~ 50%阻
害したことから(図3-3D,E)、Ci-GnRH-Xはまた、Ci-GnRHR3のおだやかな
阻害因子であることが明らかになった。以上の結果から、Ci-GnRH-Xは、
Ci-GnRHR1とtGnRH-6、および、Ci-GnRHR3とtGnRH-3, -5に対する、リガ
ンド選択的に作用する穏やかな内因性アンタゴニストであることが明ら
かになった。 
 
3-4 考察 
 本章において、筆者らは新規ホヤGnRH関連ペプチドであるCi-GnRH-X
を同定し、その機能解析を行った。このホヤGnRH関連ペプチドは
Ci-GnRHR1とR3でtGnRH-3, -5, -6に対する穏やかな阻害活性を示した。こ
れは、全ての動物種において、初めて発見されたGnRHRの内因性アンタ
ゴニストである。Ci-GnRHR1はヒトのGnRH受容体に対して高い配列相同
性を示す(Tello et al. 2005)。さらに、分子系統解析の結果から、Ci-GnRHR2
とR3が遺伝子重複を介して生じたR1のホヤ特異的なGnRHパラログであ
ることを実証した。(Tello et al. 2005; Tello et al. 2009)、このことから、
Ci-GnRH-XはCi-GnRHR1とR3に対して特異的であると考えられるが、
Ci-GnRH-XがCi-GnRHR1とR3におけるtGnRH-3, -5, -6の内因性の緩やかな
阻害因子であるとともに、他の受容体に対してアゴニスト的な活性を持つ
かも知れないという可能性を完全には否定できない。 
 受容体に対する結合とその活性化に重要なpQHWSとG-amideという共
通配列(Cheng et al. 2005)はCi-GnRH-Xも保存している(表3-1)。これらの
GnRH共通配列が存在することにより、Ci-GnRH-X はCi-GnRHRに結合す
ることができると考えられる。それに対して、Ci-GnRH-Xは、大部分の脊
索動物GnRHのC末端側から2残基目に保存されているプロリンを欠いて
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おり、さらに、GnRH共通配列の間に他のGnRHには見られない6残基の挿
入配列を有する(表3-1)。他のGnRHのN末端領域とC末端領域の間の共通配
列、特に、’-ターン構造(Millar et al. 2004)の形成に重要な役割を果たす6
番目のグリシンが为要な脊椎動物のGnRHに保存されていること(表3-1)を
考えると、Ci-GnRH-XにはGnRHの受容体活性化にとって必須な’-ター
ン構造がないという可能性を示唆する。以上の様なCi-GnRH-Xの特徴的な
配列が、新規の穏やかな阻害的役割の要因であると考えられる。 
Ci-GnRH-X の穏やかなアンタゴニスト的活性の生物学的意義については、
非常に興味深い。特に、Ci-gnrh1 遺伝子が Ci-gnrh-X 遺伝子と共局在し
ていることは(図 3-2B ~ E)、全ての Ci-GnRH-1 作動系ニューロンが
Ci-GnRH-X も tGnRH-3, -5, -6 も両方ともを産生し分泌することを示し
ている。さらに、Ci-GnRH-X が Ci-GnRHR1、R3 と tGnRH-3, -5, -6 の
相互作用を完全にではなく、穏やかに阻害することは注目に値する(図
3-3)。以上の結果は共に、Ci-GnRH-X が、Ci-GnRHR1 および R3 の
t-GnRH 依存的な活性化の精密な制御に関与することを示唆している。こ
のような制御機構を獲得した理由として、ホヤの生物学的および内分泌学
的性質に今一度立ち戻って考察してみる。ホヤは、下垂体に相当する器官
を持たず、これまでに脊椎動物の下垂体ホルモンの同族体を発見されてい
ない(Kawada et al. 2011; Satake et al. 2011)。さらに、閉鎖血管系が確立され
ていない。したがって、脊椎動物のような視床下部-下垂体-生殖器官とい
う「HPG-axis」はホヤには存在しえず、GnRH もまた、ホヤでは視床下
部ホルモンという生物学的役割を果たすことはあり得ない。一方、本章で
は、Ci-GnRH-X ペプチドおよび遺伝子発現の結果から、Ci-GnRH-X はホ
ヤ中枢神経で生成・分泌される神経ペプチドであることを確立できた。さ
らに、前章で述べたように、Ci-GnRHR は卵細胞中のテスト細胞に存在
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している。したがって、ホヤでは、中枢神経から分泌される神経ペプチド
が直接制御する機構が卵巣などの生殖器官の为な制御系であると考えら
れる。したがって、Ci-GnRH-X は、t-GnRH3,5,6 と同じ神経細胞から分
泌されて Ci-GnRHR-1 および-3 に対して穏やかなアンタゴニスト作用を
発揮することにより、t-GnRH6 の Ci-GnRHR-1 への作用や t-GnRH3,5
の Ci-GnRHR-3 への作用を部分的に抑制して、卵細胞成熟を精密に制御
するという独自の機構を獲得するに至ったと推察される。今後、卵細胞成
長に対する Ci-GnRH-X の作用を明らかにできれば、内分泌系を持たない
ホヤの卵巣機能の調節機構、すなわち、GnRH ファミリーの機能レベルで
の生物学的役割の多様性の仕組みがより明らかになることが期待される。 
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第 4 章 
 
カタユウレイボヤのタキキニンとタキキニン受容体 
 
4-1 序論 
 タキキニン(TK)は哺乳類で痛覚伝達、炎症促進、中枢神経興奮、血管拡
張など、極めて多様な生物現象に関与している脳腸ペプチドであり、視床
下部を含む中枢神経や消化管の末梢神経の他、生殖線、血球、甲状腺など
にも発現している(Satake and Kawada 2006B)。他の脊椎動物でもSP, NKA, 
NKBの同族体が単離されている(Satake and Kawada 2006B)。ほぼ全てのTK
にPhe-Xaa-Gly-Leu-Met-NH2というコンセンサス配列がC末に保存されて
いることが配列上の特徴である(Satake and Kawada 2006B)。これまでに哺
乳類からSubstance P (SP)、Neurokinin A (NKA)、NKB、Hemokinin/Endokinin 
(HK/EK)の4種類のタキキニンが同定されている(表4-1)。他の脊椎動物で
もSP, NKA, NKBの同族体が単離されている(Satake and Kawada 2006B)。
HK/EKは哺乳類以外からの単離の報告はない。SP, NKA, NKB, および
HK/EKは、図4-1に示すように3種類の遺伝子にコードされている(Satake 
and Kawada 2006B)。TAC1(PPTA)遺伝子はSPとNKAを別々のエキソンにコ
ードしており、splicing variantsによりSPのみを生成するもの、SPとNKA双
方を生成するものが存在する。NKBはTAC3(PPTB)遺伝子にコードされて
おり、splicing variantは存在しない。TAC4(PPTC)はHK/EKをコードする遺
伝子であり、ヒトでは4種類のsplicing variantsを生じる。TAC1遺伝子や
TAC3遺伝子がフグのゲノム上に存在しており、尐なくともSP, NKA, NKB
遺伝子は脊椎動物全体で保存されていると考えられる。 
TKの受容体はClass AのGPCRに属し、哺乳類にはNK1、NK2、NK3の3 
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表 4-1 为なタキキニンやタキキニン関連ペプチド 
Species Peptide Sequence 
脊索動物門のタキキニン 
Mammals Substance P RPKPQQFFGLM-NH2 
  Neurokinin A HKTDSFVGLM-NH2 
  Neurokinin B DMHDFVGLM-NH2 
 Endokinin A/B GKASQFFGLM-NH2 
  Endokinin C KKAYQLEHTFQGLL-NH2 
  Endokinin D VGAYQLEHTFQGLL-NH2 
Frog (Bufo marinus) Bufokinin KPRPDQFYGLM-NH2  
Dogfish (Scyliorhinus canicula) Scyliorhinin AKFDKFYGLM-NH2  
Ascidian (Ciona intestinalis) Ci-TK-I HVRHFYGLM-NH2  
  Ci-TK-II ASFTGLM-NH2 
カエル皮膚由来のタキキニン 
Physalaemus biligonigerus Physalaemin pEADPNKFYGLM-NH2 
Agalychris callidryas AC-AR-1 GPPDPDRFYPGM-NH2 
原口動物唾液腺由来のタキキニン 
Octopus     
(Eledone aldovrandi) Eledoisin pEPSKDAFIGLM-NH2 
(Octopus vulgalis) Oct-TK-I KPPSSSEFIGLM-NH2 
原口動物唾液腺由来のタキキニン関連ペプチド 
Cockroach Lem-TRP-1 APSGFLGYR-NH2 
Fruitfly(Drosophila melanogaster) DTK-1 APTSSFIGMR-NH2 
Echiuroid  (Urechis unicinctus) Uru-TK I LRQSQFVGAR-NH2 
ホヤ由来のものは太字で示す 
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図 4-1 为なタキキニンやタキキニン関連ペプチドの前駆体 
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種類が存在している(Satake and Kawada 2006B)。NK1はSPとEK/HKに、NK2
はNKAに、NK3はNKBにそれぞれ緩やかな、しかし、明確な選択性を示
し、細胞内カルシウム動員とcAMP生成の双方を促進する(Satake and 
Kawada 2006B)。細胞内カルシウム動員とcAMP生成には、それぞれ異なる
活性コンフォメーションを形成すると考えられている(Satake and Kawada 
2006B)。 
無脊椎動物では、前口動物でTK様ペプチドが発見されている。これら
のペプチドは二種に分類される(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 
2003)。一つは脊椎動物のTKと同様のC末コンセンサス配列を持つ無脊椎
動物タキキニン(Inv-TK)であり、タコや蚊の唾液腺から単離されている（表
4-1）。Inv-TKは、脊椎動物の消化管に典型的なTK様活性を示す。しかし、
唾液腺のみに発現しており神経や消化管には存在しないこと、および、生
成する動物個体に対して一切の生理作用を示さないことから、Inv-TKは神
経ペプチドとして機能しているのではなく、捕食時に獲物に作用する毒性
因子として機能すると考えられる(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 
2003)。Inv-TKは、前駆体で１コピーだけペプチド配列がコードされてい
る（図4-1）。一方、原口動物の神経系や消化器系からは、タキキニン保存
配列と類似した配列、-Phe-Xaa1-Gly-Xaa2-Arg-NH2 (Xaa1とXaa2は種々の
アミノ酸)を有するペプチド、タキキニン関連ペプチド（TKRP）が数多く
単離されている(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 2003)。TKRPは由来
動物の神経系や消化器系にTK様作用を示すので、原口動物におけるTKの
機能的相当物と考えられる。一方、TKRP前駆体は通常５〜１０個のTKRP
をコードしているが(図4-1)、その構成は種による多様性が高い(Satake and 
Kawada 2006B; Satake et al. 2003)。この前駆体構成は、脊椎動物のTKの前
駆体と明らかに異なる特徴である。TKRPの受容体はショウジョウバエ、
62 
 
ユムシ、マダコから単離されており、TK受容体と同様にClass AのGPCRで
あり、リガンドと結合することにより細胞内カルシウムを動員することが
知られている(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 2003)。 
一方、新口無脊椎動物、すなわち、棘皮動物（ウニ、ヒトデ）、半索動
物（ギボシムシ）、頭索動物（ナメクジウオ）、尾索動物（ホヤ）からはTK
もTKRPも発見例が報告されていなかったため、脊椎動物型のTKがどの生
物で誕生したかという分子進化的側面は不明だった。そこで、脊椎動物と
最も遅く共通祖先から分岐した尾索動物の一種、カタユウレイボヤ（Ciona 
intestinalis, 図1-3）におけるTKやTKRPの存在を追求し、脊椎動物TKのプ
ロトタイプを解明することを着想した。 
本章では、原索動物であるカタユウレイボヤのタキキニン(Ci-TK)とそ
の受容体(Ci-TK-R)を同定し、構造、遺伝子の発現分布、および、ペプチ
ド、受容体の反応性について論述する。 
 
4-2 材料と方法 
 
4-2-1 実験動物 
 カタユウレイボヤについては2章と同様である。アフリカツメガエルは
浜松生物教材より購入し、16℃の水で飼育した。 
 
4-2-2 PCRプライマー 
 PCRプライマーの配列は全て表4-2にまとめた。 
 
4-2-3 Ci-TKとCi-TK-R cDNAの同定 
 神経複合体からの総RNA(0.5g)をオリゴ(dT)アンカープライマーと 
63 
 
表4-2 プライマー配列 
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5’/3’RACE kit (Roche Applied Science) を用いて、55℃60分間で、テンプ
レートcDNAに逆転写した。部分的なCi-TK cDNAは、ヌクレオチド(nt) 
46-66、および、nt 499-518の相補鎖と同一のプライマーを用いて、PCRに
よって獲得した。RACEは、それぞれ、5’-RACEのための nt 268-288の相
補鎖と3’-RACEのための nt 268-288と同一のヌクレオチドの遺伝子特異
的プライマーを用いて行った。同様に、Ci-TK-R cDNAは、nt 20-40、およ
び、nt 1464-1485の相補鎖と同一のプライマーを用いて1st PCRを行い、続
く、nt 45-68、および、nt 1391-1410の相補鎖と同一のプライマーによるネ
ステッドPCRによるRT-PCRによって獲得した。nt 350–371とnt 379–398の
相補鎖と同一のプライマーでの5’-RACE、および、nt 1261–1280とnt 
1310–1329と同一のプライマーでの3’-RACEを引き続いて行った。サブク
ローニングした挿入物をBig-Dye sequencing kit (Applied Biosystems)とユニ
バーサルプライマーであるSP6、および、T7プライマーを用いて、ABI 
PRISM
TM
 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)で配列解析した。 
 
4-2-4 質量分析 
10個体のカタユウレイボヤ中枢神経複合体を、液体窒素を加えて磨砕す
ることにより組織を粉砕し、20mlの熱水で抽出した。抽出物をSep-pak plus 
C-18 cartridge (Waters; Tokyo, Japan)を用いて溶出し、その溶出物を蒸発さ
せ、凍結乾燥させた。Ci-TKのMS/MSスペクトルを獲得するために、未精
製のペプチドを0.1%のギ酸をを含む50%(v/v)メタノールに溶かし、Z-スプ
レー・ナノエレクトロスプレイ・インターフェースを備えたQ-TOFタンデ
ム質量分析装置(Micromass, Manchester, UK)を用いて、Ci-TK-IとCi-TK-II
のスペクトルを観察した。ニードルの電圧は1000Vで最適化した。コーン
の電圧は50Vに設定した。アルゴンを衝突ガスとして用い、衝突ガスのエ
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ネルギーは28Vに設定した。 
 
4-2-5 アフリカツメガエル卵母細胞発現実験 
 得られた受容体遺伝子のOpen reading frameをアフリカツメガエル卵発
現ベクターpSPUTKベクター(Stratagene)に挿入した。そしてプラスミドを
HpaIで直鎖状にし、mMESSAGE mMACHINETM High reild Capped RNA 
Transcription kit (Ambion)を用い、添付されているプロトコールに従って
cRNA作製を行った。アフリカツメガエルの腹部を切開し、卵母細胞を摘
出した。そして、Collagenase type IA (Sigma)を2mg/mlとなるように加えた
OR-2溶液(82.5mM NaCl、2mM KCl、1mM MgCl2、5mM HEPES) が入った
遠沈管に卵母細胞を移し、室温で約1.5時間撹拌した後、OR-2溶液で3回、
さらにND-96溶液(96mM NaCl、2mM KCl、1mM MgCl2、1.8mM CaCl2、5mM 
HEPES)で3回洗浄した。デジタル式マイクロディスペンサー（Drummond 
SCIENTIFIC）を用いて上記の方法で作製したcRNAを0.05g/lにDEPC-処
理水で希釈した溶液を、卵母細胞に50nlずつ注入した。卵母細胞はND-96
溶液中で培養し、17℃で48 ~ 72時間培養した。そして、ND-96溶液を充た
した実験槽に受容体を発現させた卵母細胞を入れ、ND-96溶液をリザーバ
ーから灌流した。測定すべき試料はND-96溶液に溶解し、リザーバーから
灌流させる方法で添加した。実験毎のリザーバーの切り替えはテフロンバ
ルブで行った。全ての実験は室温で行った。卵母細胞に2本の3M KClを充
たした微小電極（内部抵抗0.5 – 1M）を差し込み、実験槽の電位を0Vに
固定したモードで、Axoclamp-2型2電極電位固定アンプ（アクソン機器）
を用いて電位固定した。電流は1kHzのローパスフィルター（-3 dB、8ポー
ルベッセル型フィルター / サイバー アンプ、アクソン機器）を通し、
デジデータ1200型インターフェイス（アクソン機器）を用いて10 kHzでサ
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ンプリングし、デジタル化して保存した。電位プログラム、記録および保
存したデータの解析は、ORIGIN 6.1 software (Microcal Software)を用いた。
測定は、固定電位は-80mV、固定電流は-40nA 以下で行った。 
 
4-2-6 RT-PCR サザンブロット解析 
 Ci-TK cDNA検出のためのプライマーセットは、Ci-TK cDNA の nt 
20-40と同一の配列とnt 582-602の相補鎖と同一の配列を用い、Ci-TK-R 
cDNAの検出には、Ci-TK-R cDNAの nt 45-68と同一の配列とnt 752-773の
相補鎖と同一の配列を用い、そして、カタユウレイボヤ-アクチンcDNA
の検出には、カタユウレイボヤ-アクチンの nt 254-274と同一の配列とnt 
845-864の相補鎖と同一の配列を用いた。PCRは、94℃30秒、55℃30秒、
72℃1分の反応を、Ci-TK cDNAの増幅時は25サイクル、Ci-TK-R cDNAの
増幅時は35サイクル行った。PCR産物を1.5%アガロースゲルによる電気泳
動で分離した後、Hybond N+ メンブレン(Amersham Biosciences)に転写した。
DIG標識cDNAプローブの準備とハイブリダイゼーション、そして、検出
は、DIGシステムプロトコール(Roche Applied Science)に従った方法で行っ
た。 
 
4-2-7 in situ ハイブリダイゼーション 
 Ci-TK cDNA断片(nt 47-558)をPST 18ベクターに挿入し、(Roche Applied 
Science) 直鎖化したプラスミドを、DIG RNA labeling kit (Roche Applied 
Science)を用いた、DIG標識Ci-TK RNAプローブの合成に供した。幼若体と
成体の中枢神経、内柱のホールマウントin situ ハイブリダイゼーションは、
既述のとおりの方法で行った(Ogasawara and Satoh 1998; Ogasawara et al. 
2002)。カタユウレイボヤ消化管を摘出し、4℃で1晩、ブアン液を用いて
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固定した。5mの切片調製、ハイブリダイゼーション、染色、そして検出
は、既報のとおりに行った(Satake et al. 1999)。ハイブリダイゼーションの
特異性を確認するために行った、センスプローブを用いた実験において、
ポジティブシグナルは検出されなかった。 
 
4-3 結果 
 
4-3-1 Ci-TKとCi-TK-Rの同定と構造解析 
 様々な既知TKおよびTKRPのペプチドまたは遺伝子配列をquery配列と
してホヤゲノムデータベース（http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/cgi-bin/gb2/ 
gbrowse/kh/）上で相同性検索を行った。その結果、有意な相同性を有する
遺伝子を一種同定した（Cluster ID, CLSTR36631）。この遺伝子の推定アミ
ノ酸配列には、TKコンセンサス配列である-Phe-Xaa-Gly-Leu-Met-NH2が２
種確認された。また、この配列を含む近傍には典型的なプロセッシング配
列であるLys-ArgやArgが確認され、この遺伝子から生成するペプチド配列
は、His-Val-Arg-His-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2およびAla-Ser-Phe-Thr-Gly- 
Leu-Met-NH2と推定された。したがって、その前駆体の構成はSPとNKAを
コードする脊椎動物のγ-TAC1のそれと酷似していた(図4-1、4-2)。この時
点で、His-Val-Arg- His-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2をCi-TK-I、
Ala-Ser-Phe-Thr-Gly- Leu-Met-NH2をCi-TK-IIと命名した(Satake et al. 2004)。
さらに、Ci-TK遺伝子のゲノムを検索したところ、Ci-TK-IとCi-TK-IIは同
じエキソンにコードされていることが判明した（図4-1B、4-2B）。 
次に、Ci-TK-IとCi-TK-IIがホヤ生体内で実在するかを質量分析により検
討した。カタユウレイボヤ神経複合体からペプチド抽出物を調製し、
MALDI TOF MSを用いて解析した。その結果、Ci-TK-Iと-IIの質量分析推 
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図 4-2 ホヤタキキニン(Ci-TK)の前駆体配列と構造 
(A) Ci-TK-I と Ci-TK-II 配列は囲い文字で、プロセシングサイト(KR)は下線で示し
た。(B) Ci-TK 遺伝子のエキソン/イントロン構造。Ci-TK-I を黒、Ci-TK-II を網掛
けで示した。エキソンはローマ数字で、イントロンは「i」で示した。 
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定値と一致する実測値を観測できた。さらに、これらのピークに相当する
質量分析値をタンデム質量分析によりフラグメント解析を行ったところ、
Ci-TK-Iと-IIの合成物のフラグメントパターンと一致する質量分析スペク
トルが得られ（図4-3）、Ci-TK-IとCi-TK-IIは内因性のペプチドとして、確
かに存在することが明らかになった。これらの結果から、カタユウレイボ
ヤには脊椎動物と同タイプのTKが存在することが証明された。 
 
4-3-2 Ci-TK受容体、Ci-TK-Rの同定  
上記のホヤゲノムデータベース上でタキキニン受容体であるNK1, NK2, 
NK3や前口動物のTKRP受容体をquery配列として相同性検索を行ったと
ころ、高い相同性を示す遺伝子（Cluster ID, CLSTR15345）を1種検出した。
この遺伝子にコードされる推定アミノ酸配列は、7回膜貫通領域をもち、
典型的なClass Aに属するGPCRであることが予想された。また、既知のTK
受容体やTKRP受容体と最も高いアミノ酸配列相同性を示し、その相同性
は30-43%であったため、Ci-TKの受容体であることが強く示唆された。そ
こで、この遺伝子をCi-TK-Rと名付けた。さらに、ＮＪ法による分子系統
樹（図4-4）を作成したところ、Ci-TK-Rは、NK1, NK2, NK3と共通の祖先
から分岐しており、TKRP受容体ではなく、TK受容体のクラスターに属す
ることが明らかになった。また、相同性検索や分子系統樹解析から、
Ci-TK-Rが唯一のTK受容体候補であると予測された。これらのことからも、
Ci-TK-RがCi-TKの受容体であることが支持された。そこで、Ci-TK-Rをア
フリカツメガエル卵母細胞に発現させ、Ci-TKと反応するかを調べること
にした。 
 アフリカツメガエル卵母細胞発現系では、受容体を発現させた卵母細胞
にリガンドを加え、受容体に特異的リガンドが結合すると卵母細胞内で 
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図 4-3 Ci-TK-I と Ci-TK-II の Q-TOF MS/MS スペクトル 
Ci-TK-I と Ci-TK-II はホヤの生体内にペプチドとして存在する。 
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図 4-4 TKR ファミリー、および、TKRPR ファミリーのＮＪ法による
分子系統樹 
Ci-TK-R は TKR ファミリーに属する。 
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GPCRが活性化し、Gqを介してIP3や細胞内Ca
2+レベルの上昇が起こり、最
終的にCa2+依存性Cl-チャネルが開口して、Cl-イオンが細胞内に流入する。
このとき、細胞に電気的変化が生じるので、この電流変化を観測すること
によりペプチド‐受容体間の反応を定量的に評価できる。そこで、アフリ
カツメガエルの卵母細胞にCi-TK-RのcRNAを注入し、膜表面に受容体を発
現させ、Ci-TKや他のTKおよびTKRPとの反応を調べた。その結果、Ci-TK-R
は、Ci-TKと濃度依存的に反応して細胞内カルシウム動員を誘導すること
が明らかになった（図4-5）。Ci-TK-IとCi-TK-IIのEC50はそれぞれ6.92 nMお
よび641 nMと算出され、特にCi-TK-Iと感度よく反応することが明らかに
なった。また、 SP と NKAもCi-TKとほぼ同等にCi-TK-Rを活性化するの
に対し、NKBはCi-TK-Rを全く活性化しないという「all or nothing」なリガ
ンド選択性を示した。また、Ci-TK-RはどのTKRPと反応しなかった。以上
の結果から、Ci-TK-RがCi-TKの内因性受容体であることを立証した。 
 
4-3-3 RT-PCRサザンブロットと in situ ハイブリダイゼーションによる
発現分布の解析 
 Ci-TK遺伝子とCi-TK-R遺伝子を発現している組織を決定するために 
RT-PCRサザンブロット法を用いて解析した。神経複合体、消化管、体壁
筋、咽頭、卵巣、心臓、内柱より調製した 1st-strand cDNAをPCRで増幅し、
Ci-TKとCi-TK-R cDNAに特異的DIGラベルプローブを用い、サザンブロッ
ト解析を行った(図4-6)。その結果、Ci-TKは神経複合体、消化管、内柱で
発現しており、神経複合体では特に強く発現していることが明らかになっ
た。またCi-TK-Rは神経複合体、消化管、卵巣、内柱で発現しており、卵
巣では特に強く発現していた。また、in situ ハイブリダイゼーションを行
ったところ、Ci-TK遺伝子は、神経複合体の多数の神経細胞、内柱のzone 7 
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図 4-5 タキキニンと Ci-TK-R の相互作用（アフリカツメガエル卵母細胞
による電気生理学的アッセイ） 
(A)Ci-TK-R を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞に 10nM の Ci-TK-I を投与した際
の電流変化。(B) 濃度依存曲線。（Ci-TK-I; ■、Ci-TK-II; ▲、SP; △、NKA; ○）。10-7M 
の Ci-TK-I が引き起こした電流変化を 100%とした。 
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図 4-6 Ci-TK と Ci-TK-R 遺伝子の RT-PCR サザンブロット解析 
上段: Ci-TK 遺伝子、中段: Ci-TK-R 遺伝子、下段:-アクチン 
1:神経複合体、2:消化管、3:体壁筋、4:咽頭、5:卵巣 (□)、6:心臓、7:内柱 
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図 4-7 in situ ハイブリダイゼーションによる Ci-TK 遺伝子の局在解析 
A, B: 幼若体、C: 中枢神経、D, E: 内柱、F: 消化管 
A、B における中枢神経での発現は□で囲って示した。D - F までの矢頭はポジティ
ブシグナルである。 
bg: 中枢神経、en: 内柱、as: 出水管、os: 入水管、ph: 咽頭、lm: 内腔、a: 前側、
p: 後ろ側、d:背側、v: 腹側 
A – E のスケールバーは 100m、F は 10m。 
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終末に局在する分泌細胞、および、腸の未同定細胞に発現することが明ら
かになった(図4-7)。これらの結果から、カタユウレイボヤにおいて、Ci-TK
は神経ペプチドおよびホルモン様ペプチドとして機能しており、神経複合
体、消化管、内柱、および卵巣に为に作用することが示唆された。 
 
4-4 考察 
本章では、新口無脊椎動物であるカタユウレイボヤに脊椎動物型の TK
が神経ペプチドやペプチドホルモンとして存在すること、並びに、その受
容体が存在することを証明した。これは、全無脊椎動物を通じて初めての
真のタキキニンとその受容体の存在を明らかにした研究報告であり、それ
まで为流だった「TK は脊椎動物の神経ペプチドである」と定説を覆し、
脊椎動物型タキキニンは尐なくとも脊椎動物と原索動物の共通祖先で誕
生していたことを示したという点で、神経科学、内分泌学、および進化生
物学的な価値はきわめて高いと言える。また、他の新口無脊椎動物の TK
や TKRP、およびその受容体の分子レベルと機能レベルでの研究が進展す
ることにより、TK や TKRP の分子進化過程が明らかにされることが期待
されるが、本研究成果は、その中で新たな道を拓いたと言うことができる。 
脊椎動物の TAC1 は別々のエキソンに SP と NKA をコードし、選択的
スプライシングにより SP のみ、または SP と NKA をコードする転写
物を生成する(図 4-1A)(Severini et al. 2002; Nawa et al. 1983; Nawa et al. 
1984)。一方、Ci-TK-I と-II は一つのエキソンにコードされていて（図 4-1B、
2B）、splicing variant による選択的ペプチド生成を行わない(Satake and 
Kawada 2006A; Kawada et al. 2010; Satake et al. 2004)。したがって、脊椎動
物の TK 遺伝子は、最初は Ci-TK 遺伝子様の原始遺伝子から、進化の過
程で選択的スプライシング機構による TKペプチドの選択的生成を獲得し
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たと推察される。また、TAC1 遺伝子や TAC3 遺伝子がフグやメダカのゲ
ノム上に存在していることから、尐なくとも SP, NKA, NKB 遺伝子は脊椎
動物全体で保存されていると考えられる。以上をまとめると、脊索動物門
で Ci-TK 遺伝子様の原始 TK 遺伝子が確立され、脊椎動物の進化の過程で
TAC1, 3, 4 といったサブタイプに派生し、同時に、スプライシングによる
ペプチドの選択的生成機構を獲得して分子や機能の多様化が達成された
ことが推察される(図 4-8)。 
Ci-TK-R は Ci-TK と反応して細胞内カルシウム動員を誘導する。また、
SP と NKA は Ci-TK とほぼ同等に Ci-TK-R を活性化するのに対し、NKB
は Ci-TK-R を全く活性化しないという、「all or nothing」なリガンド選択性
を示す。一方、NK1、2、3 は SP, NKA, NKB に最も高い選択性を示すが、
他の TK リガンドに 10-100 倍の affinity の弱さで反応することが知られて
いる(Satake and Kawada 2006B)。また、分子系統樹解析から、NK1、2、3
は Ci-TK 様祖先遺伝子から派生して誕生したことが示唆される。これらの
知見から、Ci-TK-R 様受容体が NK1、NK2、NK3 に遺伝子重複により誕生
しリガンド選択性を獲得したと考えられる(Kawada et al. 2010; Satake and 
Kawada 2006B)。すなわち、上述したリガンドの分子・機能の進化と歩調
を合わせることにより、ペプチドと受容体が「共進化」して現在の脊椎動
物で見られるタキキニン作動性機構が確立されたと推察される(図 4-8)。 
RT-PCR サザンブロットによる発現分布の解析の結果、Ci-TK-R が卵巣
において強く発現していることが明らかになった。上述したように、タキ
キニンは多彩な生理作用を有することが知られているが、卵巣における作
用は、受容体遺伝子の発現が確認されているにも関わらず、全生物で不明
のままである。また、ホヤが最も脊椎動物に近縁の無脊椎動物であり、現
在までに脊椎動物型 TKを有する唯一の無脊椎動物であることを考慮する 
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図 4-8 TK 型共通祖先からの TK/TKRP 遺伝子の進化 
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と、ホヤはこれまで哺乳類をはじめとする脊椎動物で明らかにできなかっ
た生理機能、とりわけ、卵巣における生物学的役割を解明する上で極めて
有用なモデル生物であるというポテンシャルを秘めていることが期待で
きる。このことから、カタユウレイボヤ卵巣における Ci-TK の生理機能を
調査することによって、これまで不明であった卵巣におけるタキキニンの
生理機能を明らかにすることができると推測される。 
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第 5 章 
 
ホヤタキキニンのプロテアーゼ活性化を介した卵細胞成長機構 
 
5-1 序論 
 前章においても述べたように、タキキニン(TK)は多彩な生理作用を有
することが知られている。ここ数年で、TK が中枢及び末梢において生殖
機能を制御していることが明らかにされつつある。哺乳類では、TAC1, 3, 
4 といった TK 遺伝子や、NK1, 2, 3 といった TK 受容体遺伝子が卵巣、精
巣、子宮、胎盤などに発現していることが示されている(Patak et al, 2002; 
Pintado et al, 2003; Patak et al, 2005; Candenas et al, 2006; Pennefather et al, 
2006; Ravina et al, 2007; Patak et al, 2008; Pinto et al, 2010)。また、生理活性
もいくつか見出されている。例えば、全ての TK はヒト精子運動を促進
し、特に NK3 を介した反応が最も顕著であることが示されている（Ravina 
et al, 2007; Pinto et al, 2010）。子宮においては、妊娠 17 日目のマウスで
NKA やそのアゴニストが最も強力に収縮を促進することなどが知られ
ている(Patak et al, 2005; Pennefather et al, 2006; Patak et al, 2008)。また、子
宮における TK 遺伝子の発現はエストロジェンの作用の影響を受けるこ
とも示唆されているが、その詳細なメカニズムは明らかにされていない
(Patak et al, 2008)。さらに近年、NKB による GnRH ニューロンの制御機
構が明らかになりつつある(Topaloglu 2010)。 
卵巣でも、全ての TK や TK 受容体の遺伝子が発現していることが報告
されていることから(Pintado et al, 2003; Debeljuk 2006)、TK が卵細胞の発
生や成長を制御している可能性が示されている。しかし、卵巣内での TK
受容体の発現分布は報告されておらず、卵巣や卵細胞に対する TK の生
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理作用も確定されていないため、卵巣内での TK の生物学的役割は全く
未解明の状態である。その理由として、哺乳類の性周期の影響、TK 受容
体の発現量が低いまたは変動が激しいこと、さらに、哺乳類の卵巣中の
未成熟卵細胞が成長する割合が低く、かつ、成長可能なものとそうでな
いものを区別する手段がないため、卵細胞の成長に対する TK を検出す
る種々の生理作用解析を行うことが極めて困難であることが挙げられる
(Kanda et al. 2007; Satake and Kawada 2006A; Satake and Kawada 2006B)。一
方、カタユウレイボヤは卵巣内に各成長段階の卵細胞を常に大量に蓄え
ており、人工海水中で 1 週間程度の卵細胞の培養が可能である。さらに、
筆者らは、前章で論述したように、脊椎動物の祖先的性質を有する原索
動物の代表的な種であるカタユウレイボヤから、ホヤタキキニン（Ci-TK）
とその受容体（Ci-TK-R）を単離し、Ci-TK と Ci-TK-R が分子構造と機能
の両面で脊椎動物の TK と TK 受容体の性質を保存していること、すなわ
ち、脊椎動物の TK とその受容体のプロトタイプであることを突き止め 
(Satake and Kawada 2006A; Satake et al. 2004)、さらに、Ci-TK-R が神経複
合体、消化管に加えて卵巣に多量に発現していることを RT-PCR で確認
している。これらの結果から、Ci-TK-R の卵巣内における局在を決定し
て Ci-TK の卵巣における作用部位を特定し、続いて Ci-TK の卵巣または
卵細胞における生理機能を分子レベルで解明することを着想した。本章
では、Ci-TK によるホヤ卵細胞に対する作用の研究を通じた新規卵細胞
成長機構の解明について論述する。 
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5-2 材料と方法 
 
5-2-1 実験動物 
 実験動物については、4章と同様である。 
 
5-2-2 免疫染色 
 カタユウレイボヤより摘出した卵巣をブアン液で、4℃、一晩固定した。
固定した試料は脱水処理後、パラフィン置換処理を行い、パラフィン包埋
し、往復式ミクロトームを用いて、10mの連続切片を作製した。抗Ci-TK-R
ニワトリ抗血清は、Operon Biotechnologies 社 (Tokyo, Japan)に外注し、作
製した。抗原ペプチドとしては、Ci-TK-Rアミノ酸残基99~112番目
(YALNNDWYFGKAFC)を選択した。免疫染色は第2章と同様に、以下の示
すような方法で行った。一次抗体には、1:1000に希釈した抗Ci-TK-Rニワ
トリ抗血清を用いた。Ci-TK-R抗血清の特異性はカタユウレイボヤ卵巣か
ら分離した膜タンパクのウェスタンブロットによって確認した。さらにポ
ジティブシグナルは1:1000に希釈した抗-ニワトリIgG ヤギ抗体 Alexa 
568 結合(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を二次抗体として用いた、間接
蛍光抗体法によって可視化した。試料は蛍光染色用水溶性封入剤
(Calbiochem, San Diego, CA)を用いて封入し、倒立蛍光顕微鏡、Nikon 
Eclipse TE2000-S (Nikon Corp., Tokyo, Japan)で観察した。カタユウレイボヤ
の卵細胞は、前卵黄形成期 (Stage I)、卵黄形成期 (Stage II)、卵黄形成終
了期 (StageIII)、そして、卵核膜崩壊 (GVBD)の終了した成熟卵 (Stage IV)
である。カタユウレイボヤの卵巣内に存在するのは、StageI ~ IIIまでであ
る。カタユウレイボヤのそれぞれの成長段階は基本的には濾胞細胞の構造
や卵母細胞の大きさなどの形状によって分類した。 
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5-2-3 組織の準備 
 以下の実験において、カタユウレイボヤの卵巣試料は、結果の実験誤差
を最小化するため、左右対称となるように真っ二つに縦断して、一方を実
験区、もう一方を対照区として用いた。 
 
5-2-4 DNAマイクロアレイ解析 
 総RNAは、0.1mM のCi-TKで16時間両断卵巣、または、無処理両断卵巣
から抽出した。42034オリゴヌクレオチドを含む、カタユウレイボヤ44k
カスタムオリゴDNAマイクロアレイチップ(Agilent Technologies, Inc., Palo 
Alto, CA)を用いて、Ci-TKが制御する卵巣遺伝子の比較解析を行った。Cy3- 
または Cy5-標識RNAプローブの準備、ハイブリダイゼーション、シグナ
ルスキャニング、イメージ解析、そして、データ抽出は以前に示した通り
に行った( Ishibashi et al. 2005; Hamaguchi et al. 2007)。 
 
5-2-5 リアルタイムPCR 
総RNAは前項に示した通りに、Ci-TK 16時間処理、または、無処理卵巣
から抽出した。リアルタイムPCRはPower SYBR Green PCR Master Mixと
ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いて行った。Ci-TK
の投与によって発現が上昇するそれぞれの遺伝子の定量化を、転写の上昇
制御のための誘導レベルの指標として用い、一方、ホヤグリセルアルデヒ
ド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(Ci-GAPDH) mRNAの定量化をデータ標準化
のための指標として用いた。プライマー配列(表5-3)は Primer Express 1.5 
Software (Applied Biosystems)を用いて設計した。1lのテンプレートcDNA、
それぞれ100nMのプライマー、25lのSYBR Green Master Mixに蒸留水を
加え、総量50lとしたものを反応液とした。リアルタイムPCRは、はじめ 
85 
 
表5-3 リアルタイムPCRに用いたプライマーの配列 
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に、50℃2分、95℃10分の後、95℃15秒、60℃1分で45サイクル反応させた。
プライマーダイマーの存在を確認するために、融解曲線の解析を行った。
Ct値とCt値の差(Ct)は添付マニュアルに従って算出した。Ct値はPCR産物
が検出可能なレベルに到達した時のPCRサイクル数を表し、Ct値は
Ci-TK-I処理卵巣と無処理卵巣における標的遺伝子の誘導レベルの差を示
している。 
 
5-2-6 アフリカツメガエル卵母細胞発現実験 
 第4章と同様の方法で行った。 
 
5-2-7 卵巣におけるプロテアーゼ活性の測定 
 両断卵巣を、Ci-TK-I、NK-1の合成アゴニストである [Sar9, Met (02) 
11]-Substance P、もしくは、NK-2の合成アンタゴニストであるGR-94800
の存在下、非存在下で、18℃で、1、3、6、そして16時間培養した。Ci-TK-I
処理、または、無処理卵巣は、中性プロテアーゼ活性測定のために50mM 
Tris HCl (pH 7.6)または、カテプシンD 活性測定のために カテプシンDア
ッセイバッファー(Sigma, St. Louis, MO, USA)中でホモジナイズした後、
15000×g、4℃で5分間、遠心分離した。遠心後、上清を液体窒素で急速凍
結し、使用するまで-80℃で保存した。カタユウレイボヤ卵巣抽出物中の
ホヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリプシンのプロテアーゼ活
性測定は、多くのプロテアーゼの非特異的基質であるアゾカゼインの分解
によって測定した(Sakai et al. 2006)。試料タンパク質の濃度は、BSAを指
標として、BGAタンパク質アッセイ試薬キット(Pierce, Rockfold, IL, USA)
を用いて決定した。ホヤカテプシンD活性は、カテプシンDアッセイキッ
ト(Sigma)を用いて定量化した。 
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5-2-8 Ci-TKによる卵細胞の形状変化 
 卵黄形成期(Stage II)と卵黄形成終了期(Stage III)卵細胞は、濾胞細胞の構
造や卵母細胞の大きさ、そして、ミトコンドリアの局在を含む、形態的特
徴を指標にして分類した(Burighel and Cloney 1997; Prodon et al. 2006)。カタ
ユウレイボヤ卵巣から卵黄形成期(Stage II)卵細胞を倒立顕微鏡下で分離
し、96穴プレートの1穴あたり20細胞ずつ、卵黄形成期(Stage II)卵細胞を
播種した。実験区としては、0.1M Ci-TK-I、NK合成アゴニストである
0.1M [Sar9, Met (02) 11]-Substance P投与区、および、プロテアーゼ阻害剤
(1M ペプスタチンA、1M ロイペプチン、1M EDTA)または、NK-2合
成アンタゴニストであるGR-94800との同時投与区、さらに、海水のみの
無処理対照区を設け、18℃で15時間培養した。それぞれの卵細胞を4%パ
ラホルムアルデヒド/PBSで固定した後、0.01% Triton X-100/PBS (PBST)で3
回洗浄した。固定した卵細胞を室温で20分間、0.25l/mlのMitoTracker Red 
(Molecular Probes)/PBSTを用いて染色し、PBSTで3回洗浄した後、Alexa 
Fluor 488 phalloidin (Molecular Probes) を用いて4℃で一晩、染色した。そ
れぞれの卵細胞におけるミトコンドリアの局在は、共焦点蛍光レーザース
キャン顕微鏡 LSM510 META NLO (Carl Zeiss, Tokyo, Japan)を用いて観察
した。3次元画像構築のために、Alexa Fluor 488 phalloidinで染色したそれ
ぞれの卵細胞試料の上から下までの横断画像を1mごとに70 ~ 150枚撮影
した(Hotta et al. 2007)。 
 
5-2-9 統計処理 
実験データは一元配置分散分析の後、Dunnettの多重比較検定を行うこ
とにより解析した。 
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5-3 結果 
  
5-3-1 カタユウレイボヤ卵巣におけるCi-TK-Rの局在 
筆者らは、第4章で得られた知見から、ci-tk-r遺伝子がカタユウレイボヤ
の卵巣に大量に発現していることから、その受容体タンパクも卵巣に発現
していると予測した(図4-6)。また、その内因性リガンドであるCi-TK-Iの
遺伝子であるCi-tkは卵巣には発現していない (図4-6)。カタユウレイボヤ
の卵巣内卵細胞は卵核膜崩壊(GVBD)前の未成熟卵細胞で構成され、それ
らは卵胞径や卵胞の組織の構成により、前卵黄形成期(Stage I)、卵黄形成
期(Stage II)、卵黄形成終了期(Stage III)の3つの段階に分類できる(Burighel 
and Cloney 1997; Prodon et al. 2006)。カタユウレイボヤの卵胞はテスト細胞
(TCs)、卵膜(VC)、内濾胞細胞(IFC)、外濾胞細胞(OFC)を備えている。Stage 
I 卵細胞は卵細胞径50m以下で、最も小さな卵核(GV)と細胞質をもち、
テスト細胞は細胞質内に散在し、未分化の初期濾胞細胞(PFC)に覆われて
いる（図5-1A）。Stage II 卵細胞は卵細胞径50-70mで、テスト細胞と特徴
的なキューブ状の濾胞細胞が卵細胞を囲んでいる。（図5-1B）。Stage III 卵
細胞は卵細胞径100mまでの大きさで、大きな細胞質とより顕著な内濾胞
細胞構造をもち（図5-1C）、海水に暴露すると自動的に成熟する(Burighel 
and Cloney 1997; Prodon et al. 2006)。加えて、卵核膜崩壊後のStage IVは成
熟卵で、授精能をもち、卵管内にしか存在しない。カタユウレイボヤ卵巣
のパラフィン切片を用いたCi-TK-R特異的な抗体による免疫染色の結果、
Ci-TK-Rは、卵黄形成期後期 (StageII-late) の卵細胞のテスト細胞に特異的
に発現していることが明らかになった（図5-1D, E）。テスト細胞は機能的、
細胞学的に哺乳類の顆粒膜細胞にあたると考えられており、顆粒膜細胞は
哺乳類の卵細胞と卵胞の成長において重要な役割を果たす 
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図 5-1 カタユウレイボヤの卵巣内卵細胞の分類と Ci-TK-R の局在 
A:前卵黄形成期(Stage I)卵細胞(卵径 50m 以下)、B:卵黄形成期(Stage II)卵細胞(卵径
50-70m)、C:卵黄形成終了期(Stage III)卵細胞(卵径 100m まで)。卵細胞は卵胞径や
卵胞の組織の構成により分類した。D, E: 赤い蛍光シグナルが Ci-TK-R。Ci-TK-R は
卵黄形成期のテスト細胞に特異的に発現していた。F: 吸収抗体を用いた比較対照
区。 
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 (Burighel and Cloney 1997; Sugino et al. 1987; Wang et al. 2002)。対照的に、
テスト細胞以外の組織(図5-1E)や他の成長段階の卵細胞のテスト細胞(図
5-1D)にはCi-TK-Rは発現していなかった。また、吸収抗体を用いた同様の
実験により、抗体の特異性を確認した(図5-1F)。Ci-TK-RがStage IIの卵細
胞のテスト細胞に特異的に発現していることから、Ci-TK-Iの卵細胞にお
ける生理機能はテスト細胞に発現しているCi-TK-Rを限定的に誘起すると
考えられる。多くの動物種の中で、卵巣においてタキキニン受容体の局在
が決定されたのは初めてのことである。 
 
5-3-2 Ci-TK投与卵巣における遺伝子発現変動解析 
 カタユウレイボヤ卵巣内のStage II卵細胞のテスト細胞に特異的に発現
しているCi-TK-Rに対するCi-TK-Iの作用を明らかにするために、我々は、
Ci-TK-I処理卵巣と未処理卵巣の間での遺伝子発現変動解析を行った。左
右対称に縦断したカタユウレイボヤ卵巣の片方を0.1MのCi-TK-Iで、もう
一方を海水のみで培養した。それぞれの卵巣試料から調製したRNAプロー
ブをCy-3、または、Cy-5標識して、独立したcDNAクラスターに対応する
60-merの重複しないオリゴヌクレオチドを44000スポット含むAgilent 
Ciona 44K oligo-DNAマイクロアレイチップにハイブリダイズした。その結
果、Ci-TK-I処理した卵巣試料において、21のオリゴヌクレオチドプロー
ブで発現上昇を検出した。発現の抑制はなかった(図5-2)。さらに、これら
の発現上昇のあった配列をホヤゲノムデータベース
（http://ghost.zool.kyoto-u.ac.jp/cgi-bin/gb2/ gbrowse/kh/）上で解析した結果、
2785rl, 15917rl, 16332rl, 16601rl, 16624rl, 32073rl, 32548rl, 33874rl, 37777rl, 
37790rlという10個のcDNAがCi-TK処理で上昇していることが判明した。
これらの実験の再現性はダイスワッピング法での2回のマイクロアレイ解 
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図 5-2 DNA マイクロアレイ解析(Ci-TK 処理、無処理卵巣の遺伝子発
現レベルの比較散布図) 
(A) Ci-TK 処理卵巣からの RNA プローブを Cy-5 標識、無処理卵巣からの RNA プロ
ーブを Cy-3 標識し、解析した。(B) 無処理卵巣からの RNA プローブを Cy-5 標識、
Ci-TK 処理卵巣からの RNA プローブを Cy-3 標識し、解析した。 
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析によって確認した(図5-2)。これらのCi-TK-I処理によって発現が上昇す
るcDNAクラスターの、データベースを用いた配列相同性解析の結果、
2785rl, 16601rl, 16624rl, 32073rl, 37777rl の5つがプロテアーゼ遺伝子であ
ることを明らかにした。2785rl, 32073rl が典型的なセリンプロテアーゼで
ある脊椎動物のキモトリプシン前駆体に高い配列相同性を示し、16601rl, 
37777rl がカルボキシペプチダーゼB1に、また16624rl はアポトーシスや
脊椎動物の卵黄形成に関わっているとされる(Carnevali et al. 2006)リソソ
ーム酸性プロテアーゼであるカテプシンDに高い配列相同性を示した。こ
れまでに幾つかのプロテアーゼが卵細胞の成長や成熟、卵黄形成に関わっ
ているとする報告があることから(Carnevali et al. 2006; Sakairi and Shirai 
1991; Takagi-Sawada et al. 1989; Tanaka et al. 2000; Jakobsen et al. 2005; 
Litscher et al. 1999)、これらのプロテアーゼ遺伝子やその産物の機能に焦点
を絞り研究を進めた。 
これらのマイクロアレイの結果をさらに検証するために、これら5つの
遺伝子に対してリアルタイムPCR解析を行った。その結果、Ci-TK-Iで16
時間処理したカタユウレイボヤ卵巣とCi-TK-I未処理の卵巣との遺伝子発
現を比較すると、Ct値で、カテプシンDの遺伝子発現は8サイクル、カル
ボキシペプチダーゼB1の遺伝子発現は7 ~ 7.5サイクル、キモトリプシンの
遺伝子発現は3.5 ~ 4サイクルであり、これらのプロテアーゼの遺伝子発現
が顕著に上昇することが明らかになった(図5-3、表5-1)。 
 
5-3-3 Ci-TK投与卵巣におけるプロテアーゼ活性測定 
 次に、Ci-TK-I投与によって発現が上昇するプロテアーゼの活性を測定
した。活性測定用の試料はDNAマイクロアレイ(図5-2)とリアルタイムPCR
解析(図5-3)の時と同様の条件で調製した。リソソームプロテアーゼである 
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Cluster ID Most similar gene E value Up-regulation ratio (Ct) 
37267 GAPDH (control) e-154 0 
2785 Chymotrypsinogen 3e-38 4 
16601 Carboxypeptidase B1 2e-64 7.5 
16624 Cathepsin D 1e-116 8 
32073 Chymotrypsynogen-1 1e-42 3.5 
37777 Carboxypeptidase-B1 2e-86 7 
表 5-1 卵巣で Ci-TK-I 投与によって上昇したプロテアーゼ遺伝子 
図 5-3 リアルタイム PCR によるマイクロアレイデータの検証 
Ci-TK-I 処理、無処理卵巣における、それぞれの遺伝子の発現上昇レベルをCt 値か
ら算出した。結果は 3 回の実験の平均値±標準誤差で示した (*, P < 0.05)。 
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カテプシンDの至適pHは4.0であるが、一方、中性プロテアーゼであるカル
ボキシペプチダーゼB1とキモトリプシンの至適pHは7.6である。そのため、
これらの活性測定は別々に行った。Ci-TKで16時間処理したカタユウレイ
ボヤ卵巣では、Ci-TK-I未処理の卵巣と比較すると、カテプシンDの活性は
10
-7
Mにおいて2倍以上に上昇した（図5-4A）。同様に多くのプロテアーゼ
が分解可能な基質であるアゾカゼインを用いて、中性プロテアーゼの活性
を明らかにした(Sakai et al. 2006)。個々の中性プロテアーゼ活性はキモト
リプシンの阻害剤であるロイペプチン、金属プロテアーゼの阻害剤である
EDTAを投与して部分的に阻害することにより測定した。中性条件下では
酸性プロテアーゼであるカテプシンDは活性化しない(図5-4C)。カルボキ
シペプチダーゼB1単体では3倍、キモトリプシン単体で活性が 2倍に上昇
(図5-4C)、中性プロテアーゼ全体では5倍以上に活性が上昇した(図5-4B、
C)。このプロテアーゼ活性上昇のCi-TK-Iの特異性を確認するために、タ
キキニン受容体の既知合成アゴニスト、アンタゴニストを用いた卵巣プロ
テアーゼ活性の上昇を調査することにした。合成アゴニスト[Sar9, Met (02) 
11]-Substance PがCi-TK-Rを活性化すること、および、アンタゴニスト
GR-94800がCi-TK-Iの反応を阻害することを、アフリカツメガエル卵母細
胞発現実験によって確認した(図5-5A、B)。次に、これらのアゴニストま
たはアンタゴニストを投与して、卵巣における上記プロテアーゼ活性上昇
に対する作用を検討した。その結果、 [Sar9, Met (02) 11]-Substance P 投与
によっても、Ci-TKと同様にこれらのプロテアーゼ活性が上昇した(図5-5C、
D)。さらに、GR-94800存在下では、Ci-TK-Iによるプロテアーゼ上昇が強
く阻害された(図5-5E、F)。以上の結果から、カタユウレイボヤ卵巣におけ
るCi-TK-Iの投与によって、プロテアーゼ遺伝子の発現だけでなく、その
酵素活性も上昇することが明らかになった。 
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図 5-4 Ci-TK-I 投与によるプロテアーゼ活性化 
(A) カテプシン D 活性。(B) 総中性プロテアーゼ活性。(C) 中性プロテアーゼをキ
モトリプシン阻害剤であるロイペプチン、または、カルボキシペプチダーゼ B1 阻
害剤である EDTA で部分的に阻害することにより、間接的にカルボキシぺプチダー
ゼ B1 とキモトリプシンの単体の活性を検出した (*, P < 0.05)。 
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図 5-5 合成タキキニン受容体アゴニストとアンタゴニストの効果 
(A) NK1 アゴニストである[Sar9, Met (02) 11]-Substance Pは Ci-TK-R の活性化を誘導し
た。(B) NK2 アンタゴニストは Ci-TK-I による Ci-TK-R の活性化を完全に阻害した。 
結果は、10-7M の Ci-TK-I 投与時の値を 100%とし、平均値±標準誤差で示した。(C) 
[Sar9, Met (02) 11]-Substance P 投与時の Cathepsin D 活性と(D) 総中性プロテアーゼ活
性。(E, F) Ci-TK-R アンタゴニストである GR-94800 存在下では、Ci-TK-I 投与による
プロテアーゼ活性化が完全に阻害された。Ci-TK-I 無投与時と比較した結果は平均値
±標準誤差(*, P<0.05)で示した。 
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5-3-4 カタユウレイボヤ卵細胞成長におけるCi-TKの効果 
まず、卵黄形成期(Stage II)と卵黄形成終了期(Stage III)卵細胞の形態的特
徴とミトコンドリアの局在を示した。Stage IIの卵細胞は直径50-70mで、
ミトコンドリアは細胞質中に散在している(図5-6A上段)。Stage IIIの卵細胞
は直径100m程度で、より顕著に成長した花弁のような構造の濾胞細胞を
もち、ミトコンドリアは卵細胞の周囲に局在する(図5-6A下段)。これらの
卵細胞や濾胞細胞の成長とミトコンドリアの局在変動を指標に共焦点レ
ーザー顕微鏡を用いて、カタユウレイボヤのStage II卵細胞を0.1Mの
Ci-TK-Iで15時間処理後、Ci-TK-Iの影響を観察した。15時間の培養後、卵
母細胞の生存率をトリパンブルー染色によって確認したところ、90%以上
の細胞が生存していることがわかった。Ci-TK-I投与の結果、50％以上の
Stage II卵細胞がStage IIIへ成長することを実証した(図5-6C、表5-2)。細胞
質全体に散在していたミトコンドリアは尐しずつ細胞膜内側に移動し、15
時間後にはほとんどのミトコンドリアが卵細胞の周囲に局在していた(図
5-6C)。また、3次元画像解析により、卵細胞直径が100 μmまで達したこ
とに加え、小さな立方体状の濾胞が円錐状に大きくなるという、Stage III
に典型的な形状へと変化することが明らかになった。一方、無処理卵細胞
では卵細胞の形状とミトコンドリアの局在、卵細胞直径、および濾胞の大
きさと形状に変化は無かった（図5-6B）。また、Ci-TK-Iによる卵細胞成長
促進作用の特異性を確認するために、プロテアーゼ活性測定に用いたアゴ
ニストとアンタゴニストを投与した(図5-5C-F)。その結果、Ci-TK-Rの合成
アゴニストである [Sar9, Met (02) 11]-Substance P においても30％以上の
Stage II卵細胞がStage IIIへ成長した(図5-7A、表5-2)のに対し、Ci-TK-Rの
アンタゴニストであるGR-94800処理区では完全に阻害された(図5-7B)。こ
れらの結果から、Ci-TK-IがCi-TK-Rを介してStage IIからStage IIIへの卵細 
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図 5-6 Ci-TK-I による卵黄形成期(Stage II)卵細胞の成長促進 
(A) 天然に存在するホヤの卵細胞。上段:卵黄形成期(Stage II)、下段:卵黄形成終了期
(Stage III)、左:明視野像、中央:ミトコンドリア染色像、右:3 次元画像。(B) Ci-TK-I
無処理対照区。上段:培養開始 0 時間、下段:培養開始 15 時間後、左:ミトコンドリア染
色像、右:3 次元画像。(C) Ci-TK-I 処理 0 ~ 15 時間後の卵黄形成期 (Stage II) 卵細胞、
左:ミトコンドリア染色像、右:3 次元画像。卵黄形成期(Stage II)卵細胞は、Ci-TK-I 処
理、15 時間後に卵黄形成終了期(Stage III)に成長した 
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表5-2 カタユウレイボヤ卵細胞の卵黄形成期(Stage II)から卵黄形成終了
期(Stage III)への成長におけるCi-TK-I、[Sar9, Met (02) 11]-Substance P、
GR-94800、および、プロテアーゼ阻害剤の効果 
 The means ± SE are obtained from three independent experiments using 20 
oocytes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ligands (plus inhibitors) Stage III oocytes (%) 
Control 0 
Ci-TK-I 49.91 ± 3.61 
[Sar
9
, Met (O2)
11
] SP 32.27 ± 1.50 
Ci-TK-I plus GR94800 0 
Ci-TK-I plus pepstatin 0 
Ci-TK-I plus leupeptin 0 
Ci-TK-I plus EDTA 0 
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図 5-7 合成アゴニストによる成長促進とアンタゴニスト、および、プロ
テアーゼ阻害剤による卵黄形成期(Stage II)卵細胞の成長阻害 
(A) Ci-TK-R の合成アゴニスト、[Sar9, Met (02) 11]-Substance P 投与区。(B) Ci-TK-I と
Ci-TK-R の合成アンタゴニスト、GR-94800 の同時投与区。(C) Ci-TK-I と各プロテアーゼ
に対するプロテアーゼ阻害剤の同時投与区（pepstatin A は cathepsin D、leupeptin は
chymotrypsin、EDTA は carboxypeptidase B1 阻害剤）。卵黄形成期(Stage II)卵細胞の成長は
合成アゴニストによっても促進され、合成アンタゴニストやプロテアーゼ阻害剤によっ
て完全に阻害された。 
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胞の成長を促進することが明らかになった。さらに、Ci-TK-Iの投与によ
りプロテアーゼの遺伝子と活性の両方が上昇することを考慮し(図5-3、5-4、
5-5)、Ci-TK-Iが誘導する卵細胞の成長とプロテアーゼ活性には相関性があ
るかを調査した。その結果、Ci-TK-I存在下でカテプシンD、カルボキシペ
プチダーゼB1、キモトリプシンの各プロテアーゼに対する阻害剤を加えて
も、Stage II卵細胞の成長は完全に抑制された(図5-7C)。興味深いことに、
上記のプロテアーゼ阻害剤のうち1種類を加えただけで卵細胞成長が完全
に抑制された。以上の結果から、Ci-TK-Iが誘導する卵細胞成長はプロテ
アーゼの活性化を介することが明らかになった。 
 
5-4 考察 
 本章において、カタユウレイボヤを用いて、TKによる卵細胞の成長機
構を明らかにした。Ci-TK-Iは、卵巣内のStage II卵細胞のテスト細胞に発
現しているCi-TK-Rに作用し、カテプシンD、キモトリプシン、カルボキ
シペプチダーゼB1といった酵素の遺伝子発現とその活性の上昇を介して、
Stage IIからStage IIIまでの卵細胞の成長を促進する(図5-8)。これは、全生
物を通じて初めてのTKの卵巣における生理機能の解明である。脊椎動物
の祖先的生物としてのホヤの系統分類学的位置から、カタユウレイボヤは、
ホヤと脊椎動物が共有する卵巣機能を含む神経および内分泌系の共通す
る機能(Burighel and Cloney 1997; Satoh and Levine 2005)、そして、脊椎動物
の神経ペプチドとホルモンの機能解析と進化的研究のための優秀なモデ
ル動物であるといえる。実際に、我々は Ci-TK-IとCi-TK-Rが、脊椎動物
TKのリガンド受容体のプロトタイプであることを明らかにしている
(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 2004)。対照的に、真のタキキニンは
昆虫、軟体動物、環形動物、線虫を含む、他の無脊椎動物では保存されて 
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図 5-8 Ci-TK-I による卵細胞成長機構の概略図 
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いない (Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 2003)。そのため、我々は本
研究において、脊椎動物TKをもつカタユウレイボヤを用いて研究を行っ
た。したがって、本章で述べたTKによるプロテアーゼ活性化を介した卵
細胞成長機構は、尐なくとも脊索動物全体で保存されている可能性が高い
と考えられる。 
Ci-TK-Iは卵巣のカテプシンD、カルボキシペプチダーゼB1、キモトリプ
シンの活性化し、それによる卵細胞の成長を促進した。これらのプロテア
ーゼは、多くの生物種において、卵細胞と濾胞細胞における生物学的現象
に関与することが示唆されている。カテプシンDが魚類や鳥類での卵黄タ
ンパク質のプロセシングに関わっていることが明らかになっている
(Carnevali et al. 2006)。また、カルボキシペプチダーゼB1は、哺乳類卵細胞
の透明帯形成タンパク質のプロセシングにおいて重要な役割を果たす
(Litscher et al. 1999)。さらに、キモトリプシンの阻害剤であるロイペプチ
ンは、マボヤとイトマキヒトデにおいて、前卵核膜崩壊期で卵細胞成長の
進行を抑制すること(Takagi-Sawada et al. 1989; Tanaka et al. 2000)、ショウ
ジョウバエにおいてもキモトリプシン阻害剤が卵細胞成長を阻害してい
る可能性が示されている(Jakobsen et al. 2005)。これらの知見は、Ci-TK-I
が3つのプロテアーゼの遺伝子発現と酵素活性を誘導する（図5-2、5-3、5-4）
ことによってStage II卵細胞の成長を促進し（図5-6、表5-2）、そして、そ
れらのプロテアーゼの阻害剤がCi-TK-Iによる卵細胞成長を抑制する（図
5-7、表5-2）という、我々の実験結果と一致する。以上のことから、本研
究はTKが卵細胞成長にとって必須な卵巣プロテアーゼを誘導する因子で
あることを初めて明らかにしたものである。興味深いことに、上記のプロ
テアーゼ阻害剤のうち1種類を加えただけで卵細胞成長が完全に抑制され
た(図5-7)。カテプシンＤはリソソームの酸性プロテアーゼであるのに対し
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て、キモトリプシンとカルボキシペプチダーゼB1は中性プロテアーゼであ
る。これらの知見は、3つのプロテアーゼが協調して作用することによっ
てはじめて卵細胞の成長を促進することを示唆する。今後、それぞれのプ
ロテアーゼの基質を同定することができれば、タキキニンが誘導する卵細
胞成長経路でのタンパク質プロセシングの機能的な相関関係を解明でき
るであろう。 
免疫染色の結果、Ci-TK-Rがstage II卵細胞のテスト細胞に局在すること
が明らかになった(図5-1)。テスト細胞は哺乳類の顆粒膜細胞にあたるとさ
れ、卵細胞の成長において重要な役割を担うと考えられているが、その機
能については未だに明らかになっていない(Burighel and Cloney 1997; 
Sugino et al. 1987; Wang et al. 2002)。以上のことから、プロテアーゼが活性
化されるための経路が2通り考えられる。1つ目は、Ci-TK-Iによって発現
が上昇するプロテアーゼがテスト細胞で産生され、傍分泌様に卵細胞と濾
胞細胞に分泌されて、卵細胞と濾胞細胞構成成分のタンパク質プロセシン
グに関与するとする考えである。2つ目としては、プロテアーゼ遺伝子の
発現の上昇に続いて、テスト細胞が卵細胞と濾胞細胞に2次シグナル分子
を分泌しているとする考えである。これらを明らかにするためには、
Ci-TK-Iが誘導するプロテアーゼの遺伝子とタンパク質の局在解析が必要
不可欠である。 
 カタユウレイボヤは卵巣内に各成長段階の卵細胞を常に大量に蓄えて
おり、それらは形態的な特徴などから分離、同定することが可能である(図
5-1、5-6、5-7)。このような利点から、我々はカタユウレイボヤ卵細胞の
培養系を用いた卵細胞の成長アッセイを行うことができた。また、Ci-TK-R
がStage IIの卵細胞に特異的に発現していたことから(図5-1)、卵巣における
Ci-TK-Iの標的をStage IIの卵細胞のみに絞り込むことができた。すなわち、
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卵巣におけるCi-TK-Iの全ての生理作用はStage IIのテスト細胞に発現して
いるCi-TK-Rを介して起こることが特定できた。以上の条件がそろってい
たからこそ、DNAマイクロアレイ(図5-2)、リアルタイムPCR(図5-3、表5-1)
そして、酵素活性測定(図5-4、5-5)によって、Ci-TK-IがStage II卵細胞のテ
スト細胞に特異的に存在するCi-TK-Rに作用し、3つのプロテアーゼを活性
化するという事実が明らかにすることができた。 
 カタユウレイボヤ卵細胞培養実験において、Ci-TK-I処理したStage IIの
卵細胞の50%近くがStage IIIへ成長し(図5-6、表5-2)、その成長活性はタキ
キニンアンタゴニストとプロテアーゼ阻害剤によって完全に阻害された
(図5-7、表5-2)ことから、Ci-TK-Iの卵細胞成長促進という生物学的役割が
明らかになった。対照的に、哺乳類においては成長可能な各成長段階の卵
細胞を実験試料として確保することが困難であること、さらに卵細胞の成
長を測定するアッセイ系が確立されていないという欠点から、タキキニン
の哺乳類における卵巣での作用は不明のままである(Debeljuk 2006; 
Krisher 2004; Wang and Sun 2007)。加えて、脊椎動物の祖先的生物として
の原索動物ホヤの系統発生的位置を合わせると、我々が本章で明らかにし
たTKによるプロテアーゼの活性化を介した卵細胞の成長機構を哺乳類も
保存していることが予測される (図5-8)。 
 哺乳類の生理機能の为要な経路としては、末梢組織の傍分泌、視床下部
-下垂体-末梢分泌腺を通した内分泌、そして、神経線維を介した神経伝達
という3つの経路が存在する(Severini et al. 2002; Page 2004; Almeida et al. 
2004; Page 2005; Satake and Kawada 2006B; Zhang et al. 2000; Page et al. 
2003; Candenas et al. 2005; Debeljuk 2006; Page et al. 2000; Page et al. 2006; 
Pintado et al. 2003)。第4章において、我々は、卵巣においてCi-TK遺伝子の
発現がないことを明らかにしていることから(図4-6)、Ci-TK-Iが傍分泌的
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に作用する可能性はない。一方、哺乳類TK遺伝子は卵巣を含む、様々な
生殖組織の非神経細胞において発現しており、傍分泌様に作用する可能性
を示唆する。(Severini et al. 2002; Page 2004; Almeida et al. 2004; Page 2005; 
Satake and Kawada 2006B; Zhang et al. 2000; Page et al. 2003; Candenas et al. 
2005; Debeljuk 2006; Page et al. 2000; Page et al. 2006; Pintado et al. 2003)。こ
れらの知見から、生殖組織におけるTKの傍分泌機構は、脊椎動物以降に
確立されたことを示唆する。カタユウレイボヤには、これまで旧口動物に
おいては存在が確認されていない(Satake and Kawada 2006B; Satake et al. 
2003; Sherwood et al. 2006; Satake H and Kawada 2006A) TKを含む、脊椎動
物型神経ペプチドと視床下部ホルモンの同族体やプロトタイプが存在す
ることが示されている(Satake et al. 2004; Johnsen et al.1990; Monstein et al. 
1993; Adams et al. 2003; Tello et al. 2005)。しかしながら、視床下部と下垂
体に対応する組織がホヤにおいては存在しないこと(Sherwood et al. 2006; 
Satake and Kawada 2006A; Campbell et al. 2004; Deyts et al. 2006; Dufour et al. 
2006)、そして、カタユウレイボヤのゲノム上に下垂体ホルモンの相同遺
伝子が存在しないこと(Sherwood et al. 2006; Campbell et al. 2004)を考慮す
ると、視床下部-下垂体-末梢内分泌機構は脊椎動物において確立されたの
だと考えられる。以上のことから、Ci-TK-Iは視床下部-下垂体-末梢軸を介
して機能しない。そのかわりに、GnRHまたはTKが、幾つかの神経線維を
卵巣に投射している(Satake et al. 2004; Burighel and Cloney 1997)カタユウ
レイボヤの中枢神経組織の神経細胞において同定されている(Adams et al. 
2003; Tello et al. 2005; Sherwood et al. 2006; Satake and Kawada 2006A)こと
から、Ci-TK-Iはカタユウレイボヤでは神経ペプチドとして卵巣に作用し、
卵細胞成長を誘導していることを示唆している。つまり、神経ペプチドに
よるプロテアーゼを介した卵細胞成長機構(図5-8)が、下垂体を獲得する以
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前の祖先的な脊索動物に存在した卵細胞成長機構であるという新たな仮
説を提唱するに至った。 
本章において、我々は、Ci-TK-I の卵巣における作用は、Stage II 卵細胞
の test cell に作用してカテプシン D、カルボキシペプチダーゼ B1、キモト
リプシンの遺伝子発現と酵素活性を上昇させ、Stage III への成長を誘導す
ることであると結論した(図 5-8)。しかしながら、「TK による卵細胞成長
スキーム」における 3 種類の各プロテアーゼの詳細な役割は不明である。
これらを明らかにするためには、これらのプロテアーゼの局在解析と発現
変動解析が次の为要な研究課題となる。 
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第 6 章 
 
Ci-TKの卵細胞成長の要因となるプロテアーゼの局在と活性変動 
 
6-1 序論 
 これまでにも述べてきた様に、タキキニン(TK)は哺乳類で痛覚伝達、炎
症促進、中枢神経興奮、血管拡張など、極めて多様な生物現象に関与して
いる脳腸ペプチドであり、視床下部を含む中枢神経や消化管の末梢神経の
他、生殖線、血球、甲状腺などにも発現している(Satake and Kawada 2006) 
 また、ここ数年で、SPが精子の運動を誘導すること(Ravina et al. 2007)、
SP、NKA、NKBが子宮筋収縮を誘起すること(Patak et al. 2003; Patak et al 
2005; Pennefather 2006; Pinto et al. 2004)、胎盤におけるTAC3遺伝子の発現
上昇を介して子癇前や妊娠中における血中のNKBが上昇すること(Page et 
al. 2000; Page et al. 2006)、視床下部において、NKBとキスペプチンが協調
してGnRHの分泌を促進すること(Ramaswamy et al. 2010; Topaloglu 2010)な
どの様な、生殖腺におけるTKによる生理学的または病理学的な作用の報
告があることから、TKは生殖器官において多様な働きをすると考えられ
る。しかしながら、哺乳類の卵巣においてTK受容体遺伝子がRT-PCRレベ
ルで発現していることが明らかになっている(Debeljuk 2006)にも関わらず、
その生理作用は不明のままであった。 
 第5章で、Ci-TK-Iの卵巣における作用は、卵黄形成期(Stage II)卵細胞の
テスト細胞に作用してカテプシンD、カルボキシペプチダーゼB1、キモト
リプシンの遺伝子発現と酵素活性を上昇させ、卵黄形成終了期(Stage III)
への成長を誘導することを明らかにした(図5-8)。しかしながら、この「TK
による卵細胞成長スキーム」における3種類の各プロテアーゼの生物学的
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役割は不明である。これら3種のプロテアーゼのうち、カテプシンDは魚
類や鳥類での卵黄タンパク質のプロセシングに(Carnevali et al. 2006)、カル
ボキシペプチダーゼB1は、哺乳類の成長初期の卵細胞の透明帯形成タンパ
ク質のプロセシングに(Litscher et al. 1999)、さらに、キモトリプシンはマ
ボヤ、棘皮動物、および、昆虫の卵細胞成長に(Jakobsen et al. 2005; Sakairi 
et al. 1991; Takagi-Sawada et al. 1989; Tanaka et al. 2000)、それぞれ関わって
いることが報告されている。カタユウレイボヤにおけるこれらのプロテア
ーゼの詳細な役割を明らかにするためには、ホヤカテプシンD、ホヤカル
ボキシペプチダーゼB1、ホヤキモトリプシンの局在解析と発現変動解析を
行う必要がある。本章において、筆者らは、これら3種類のプロテアーゼ
の遺伝子とタンパク質の局在、および、遺伝子発現とプロテアーゼ活性の
変動を決定し、個々のプロテアーゼが卵細胞成長において果たす役割につ
いて考察する。 
 
6-2 材料と方法 
 
6-2-1 実験動物 
 実験動物については、2章と同様である。 
 
6-2-2 免疫染色 
 カタユウレイボヤ卵巣の免疫染色については、第2章と同様の方法で行
った。抗-Ci-Cathepsin Dウサギ抗血清はOperon Biotechnologies 社(Tokyo, 
Japan)に外注した。抗原ペプチドとしては、Ci-Cathepsin Dのアミノ酸残基
41~50番(KYTQHWARQT)の配列を選択した。抗-Ci-TK-Rニワトリ抗血清は
第5章と同様のものを用いた。抗-Ci-Cathepsin Dウサギ抗血清の特異性はカ
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タユウレイボヤ卵巣から調製された膜タンパク質のウェスタンブロット
によって確認した。Ci-TK-R抗体の特異性は第5章で確認済みである。二次
抗体は、抗-ウサギIgGヤギ抗体Alexa488結合および、抗ニワトリ抗体
Alexa568結合(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)をそれぞれ用いた。 
 
6-2-3 in situ ハイブリダイゼーション 
 Ci-cathepsin D, Ci-carboxypeptidase B1,Ci-chymotrypsin ORFのcDNA断片
をpCRII-TOPOデュアルプロモーターベクター(Invitrogen, San Diego, CA, 
USA)にそれぞれ挿入した。これらのプラスミドを制限酵素で直鎖化し、
DIG RNAラベリングキット(Roche Applied Science)を用いたDIGラベル
RNAプローブ合成に用いた。摘出したカタユウレイボヤ卵巣をブアン液中、
4℃で一晩固定した。5m連続切片の準備、ハイブリダイゼーション、洗
浄、および、検出は以前の報告の通りに行った(Satake et al.2004; Satake et al. 
1999)。ハイブリダイゼーションの特異性を確認するために行った、セン
スプローブを用いた実験において、ポジティブシグナルは検出されなかっ
た。これらのデータは別の3個体から摘出した卵巣試料を用いた実験によ
って再現性を確認した。 
 
6-2-4 PCRプライマー 
 全てのPCRプライマーはSigma Aldrich Japan (Tokyo, Japan)に外注した。 
 
6-2-5 卵巣プロテアーゼ遺伝子のリアルタイムPCR 
 総RNAは、第5章と同様の方法により、1M Ci-TK-I、または滅菌海水の
みで、16℃で、2、5、15時間培養した卵巣から抽出した。抽出したカタユ
ウレイボヤ卵巣RNAをオリゴ(dT)アンカープライマーとSuperscript IIIファ
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ーストストランドシンセサイズミックス(Invitrogen)を用い、50℃、50分で
テンプレートcDNAに逆転写した。Ci-GAPDH, Ci-cathepsin D, 
Ci-carboxypeptidase B1, Ci-chymotrypsin遺伝子の発現解析のためのリアル
タイムPCRは、第5章と同様の方法で、Power SYBR Green PCR Master Mix
とABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用いて行った。リ
アルタイムPCRに用いたプライマーは表6-1にリスト化した。 
 
6-2-6 卵巣におけるプロテアーゼ活性の測定 
 両断卵巣を、滅菌海水にCi-TK-Iを溶解させた溶液中、もしくは海水の
みの中、18℃で、1、3、6、そして16時間培養した。Ci-TK-I処理、または、
無処理卵巣は、中性プロテアーゼ活性測定のために50mM Tris HCl (pH 7.6)
または、カテプシンD 活性測定のために カテプシンDアッセイバッファ
ー(Sigma, St. Louis, MO, USA)中でホモジナイズした後、15000×g、4℃で5
分間、遠心分離した。遠心後、上清を液体窒素で急速凍結し、使用するま
で-80℃で保存した。カタユウレイボヤ卵巣抽出物中のホヤカルボキシペ
プチダーゼB1とホヤキモトリプシンのプロテアーゼ活性測定は、第5章に
示した通りに行った。試料タンパク質の濃度は、BSAを指標として、BGA
タンパク質アッセイ試薬キット(Pierce, Rockfold, IL, USA)を用いて決定し
た。ホヤカテプシンD活性は、マニュアルに従って、カテプシンDアッセ
イキット(Sigma)を用いて定量化した。各点のデータは0時間での酵素活性
と比較して、7試料からの平均±標準誤差 (*P < 0.05) で表した。 
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表6-1 リアルタイムPCR用プライマー配列 
 
   Primer name (positions)                         Sequence 
 
ci-gapdh 
ci-gapdh-524F-(524-547)----------       CAACTGTGCACTCGTACACTGCTA 
ci-gapdh-598R-(575-598)----------       CTCTTCCGTCTCTCCAGGACTTT 
 
ci-cathepsin d (16624) 
Ci-cathepsin D-585F-(585-605)----------AACCAAATGTTCGAGCAAGGA 
Ci-cathepsin D-653R-(631-653)----------TTCCGGGTCTCTGTTCAAATAAA 
 
ci-carboxypeptidase b1 (16601) 
ci-carboxypeptidase B1-850F-(850-865)--GGTGCCAGCGCAAGCT 
ci-carboxypeptidase B1-920R-(898-920)--GATCGTACTTCGATCTCGGACAT 
 
ci-chymotrypsin (2785) 
ci-chymotrypsin-692F-(692-712)---       GTGAACAGTGGTTGCCAAGGT 
ci-chymotrypsin-754R-(743-754)---       CCAGGTACCGTTGTCATTGACA 
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6-3 結果 
 
6-3-1 ホヤ卵巣においてCi-TK-Iが活性化するプロテアーゼの局在 
 カタユウレイボヤの卵巣内に存在する卵細胞は卵核膜崩壊(GVBD)前の
未成熟卵細胞で構成され、それらは卵胞径や卵胞の組織の構成により、前
卵黄形成期(Stage I)、卵黄形成期(Stage II)、卵黄形成終了期(Stage III)の3つ
の段階に分類できる(Burighel and Cloney 1997; Prodon et al. 2006)。第5章の
結果から、TKが卵巣内のホヤカテプシンD、ホヤカルボキシペプチダーゼ
B1、ホヤキモトリプシンを活性化し、Stage II 卵細胞の成長を促進するこ
とが明らかになっている。筆者らは、カタユウレイボヤ卵巣内における
Ci-TK-Rの局在とTKが活性化するプロテアーゼの局在の関連性を明らか
にするために、最初にカタユウレイボヤ卵巣組織における in situ ハイブ
リダイゼーションを行ったところ、ホヤカテプシンD遺伝子は、Stage II卵
細胞のテスト細胞に特異的に発現していた(図6-1A)。一方、ホヤカルボキ
シペプチダーゼB1とホヤキモトリプシンはStage IIとStage IIIの濾胞細胞
に特異的に発現していた(図6-1B、C)。センスプローブを用いたin situ ハ
イブリダイゼーションにおいて、シグナルは検出されなかった(図6-2A、B、
C)。 
 これまでの結果から、Ci-TK-RはStage IIのテスト細胞に特異的に発現し
ていることが明らかになっている(図5-1D、E)。Ci-TK-Rがホヤカテプシン
Dと共局在しているかどうかを調査するため、ホヤカテプシンD抗体と、
Ci-TK-R抗抗体による二重免疫染色を行った。ホヤカテプシンDはStage II
卵細胞のテスト細胞に特異的に発現していた(図6-3A)。また、卵巣内の他
の組織や他の成長段階のテスト細胞において発現はみられなかった。この
結果は in situ ハイブリダイゼーションの結果と一致した(図6-1A)。二重免 
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図 6-1 カタユウレイボヤ卵巣におけるホヤタキキニンにより制御され
るプロテアーゼ遺伝子の局在 
(A) Ci-cathepsin D 遺伝子、(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子、(C) Ci-chymotrypsin 遺伝
子。I-E:前卵黄形成期前期 (early-stage I)、I-L:前卵黄形成期後期 (late-stage I)、II-E:卵
黄形成期前期 (early-stage II)、I-L:卵黄形成期後期 (late-stage II)、III:卵黄形成終了期 
(Stage III)。 
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図 6-2 カタユウレイボヤ卵巣におけるホヤタキキニンにより制御さ
れるプロテアーゼ遺伝子の局在（センスプローブを用いた比較対照区）
(A) Ci-cathepsin D 遺伝子のセンスプローブ、(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子のセン
スプローブ、(C) Ci-chymotrypsin 遺伝子のセンスプローブ。I-E:前卵黄形成期前期 
(early-stage I)、I-L:前卵黄形成期後期 (late-stage I)、II-E:卵黄形成期前期 (early-stage 
II)、I-L:卵黄形成期後期 (late-stage II)、III:卵黄形成終了期 (Stage III)。 
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図 6-3 カタユウレイボヤ卵巣における Ci-cathepsinD と Ci-TK-R の局在 
(A) Ci-cathepsin D の局在。(B) Ci-cathepsin D (緑)と Ci-TK-R (赤)の 2 重免疫染色。(C) 卵
黄形成期後期(Stage II-late)卵細胞のテスト細胞における Ci-cathepsin D (緑)と Ci-TK-R 
(赤)の局在。Ci-cathepsin D (緑)と Ci-TK-R (赤)が卵黄形成期後期(Stage II-late)卵細胞の
テスト細胞において共局在している。(D) 吸収抗体を用いた比較対照区。 
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疫染色の結果、Ci-TK-RとホヤカテプシンDはStage II卵細胞のテスト細胞
において、大部分が共局在していた(図6-3C)。一方、卵巣内の他の成長段
階のテスト細胞において発現はみられなかった(図6-3B)。さらに、吸収抗
体を用いた実験によって、これらの免疫染色の特異性を確認した(図6-3D)。
以上の結果から、Ci-TK-RとホヤカテプシンDはStage II卵細胞のテスト細
胞において共局在することが明らかになった。 
 
6-3-2 Ci-TK-I投与時における卵巣プロテアーゼ遺伝子の発現変動 
 Ci-cathepsin D, Ci-carboxypeptidase B1, Ci-chymotrypsin遺伝子の発現変動
を調査するためにリアルタイムPCR解析を行った。第5章と同様にホヤグ
リセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(Ci-GAPDH)遺伝子を内部指
標として用いた。図6-4と表6-2に示したように、Ci-TK-I投与による卵巣内
プロテアーゼの遺伝子発現変動を15時間の培養期間中、調査しつづけた。
Ci-cathepsin D遺伝子の発現は、Ci-TK-I投与の2時間後から上昇しはじめ、
5時間後で最大に達し、15時間後までに若干低下した(図6-4A、表6-2)。
Ci-carboxypeptidase B1、および、Ci-chymotrypsin遺伝子の発現は、Ci-TK-I
投与の5時間後から上昇しはじめ、15時間後に若干低下した(図6-4B、C、
表6-2)。以上の結果から、まず、Ci-cathepsin D遺伝子の発現が先に上昇し、
続いて、残りのプロテアーゼの遺伝子発現が上昇することが明らかになっ
た(図6-4、表6-2)。 
 
6-3-3  Ci-TK-I投与時における卵巣プロテアーゼの活性変動 
 次に、Ci-TK-I投与による卵巣内プロテアーゼの活性変動を調査した。
リソソームプロテアーゼであるカテプシンDの至適pHは4.0であるが、一方、
中性プロテアーゼであるカルボキシペプチダーゼB1とキモトリプシンの 
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図 6-4 リアルタイム PCR によるカタユウレイボヤ卵巣における Ci-TK-I
投与時のプロテアーゼ遺伝子の発現変動解析 
(A) Ci-cathepsin D 遺伝子の発現変動。(B) Ci-carboxypeptidase B1 遺伝子の発現変動。(C) 
Ci-chymotrypsin 遺伝子の発現変動。Ci-TK-I 投与によって制御されるそれぞれの遺伝子発
現変動はCt 値から算出した(表 6-2 参照)。結果は平均±標準誤差で示した。* は培養 0
時間のCt 値と比較して 5%レベルで有意差あり(*, P < 0.05)。 
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表 6-2 Ci-TKによって制御されるCi-cathepsin D、Ci-carboxypeptidase B1、
および、Ci-chymotrypsin 遺伝子のリアルタイム PCR 解析 
Data are shown as the means of three independent experiments ± SE (P < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
protease CLSTR ID 
Incubation time 
(hour) 
up-regulation by 
Ci-TK 
(2
Ct 
 ) 
Ci-cathepsin D 16624 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 2.4 ± 0.2 
5h Ct = 3.4 ± 0.6 
15h Ct = 3.2 ± 0.7 
Ci-carboxypeptidase B1 16601 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 0.05 ± 0.03 
5h Ct = 6.2 ± 1.5 
15h Ct = 3.0 ± 1.0 
Ci-chymotrypsin 2785 
0h Ct = 0.066 ± 0.1 
2h Ct = 0.02 ± 0.1 
5h Ct = 4.1 ± 0.6 
15h Ct = 3.5 ± 0.5 
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図 6-5 カタユウレイボヤ卵巣における Ci-TK-I投与時のプロテアーゼの
活性変動 
(B) Ci-cathepsin D の活性変動。 (D) Ci-carboxypeptidase B1 の活性変動。 (F) 
Ci-chymotrypsin の活性変動。 (A)、(C)、(E)は、それぞれのプロテアーゼに対応する
Ci-TK 無投与対照区。結果は平均±標準誤差で示した。* は培養 0 時間の酵素活性と
比較して 5%レベルで有意差あり(*, P < 0.05)。 
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至適pHは7.6である。そのため、これらの活性測定は別々に行った。図6-5
に示したように、Ci-TK-I投与による卵巣内プロテアーゼの活性変動を16
時間の培養期間中、調査しつづけた。ホヤカテプシンDの活性は、Ci-TK-I
投与の3時間後から上昇しはじめ、6時間後で最大に達し、16時間後に若干
低下した(図6-5B)。Ci-TK-I投与6時間後の卵巣におけるカテプシンD活性は、
無処理対照区と比較して5.5倍に上昇した(図6-5A、B)。ホヤカルボキシペ
プチダーゼB1、および、ホヤキモトリプシンの発現は、Ci-TK-I投与の6時
間後から上昇しはじめ、16時間後に若干低下した(図6-4D、F)。Ci-TK-I投
与6時間後の卵巣におけるカルボキシペプチダーゼB1活性は、無処理対照
区と比較して5.6倍に(図6-5C、D)、キモトリプシン活性は4.3倍に(図6-5E、
F)、それぞれ上昇した。ホヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリプ
シンは、ホヤカテプシンDとは異なり、Ci-TK-I投与3時間後に活性は上昇
せず、6時間後で初めて活性が上昇し、その活性の最大値も6時間後であっ
た(図6-5C-F)。 
 
6-4 考察 
本章において、筆者らは、卵黄形成期(Stage II)から卵黄形成終了期
(StageIII)へのホヤ卵細胞の成長の要因である3つのプロテアーゼの局在と
活性変動を明らかにした。ホヤカテプシンDはテスト細胞に発現していた
のに対して、ホヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリプシンは濾胞
細胞に発現していた(図6-1)。すなわち、ホヤカテプシンDの発現部位とホ
ヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリプシン発現部位が異なって
いることから、それらの基質も異なっていると思われる。この考えはまた、
カテプシンDが酸性アスパラギン酸プロテアーゼであるのに対して、カル
ボキシペプチダーゼB1とキモトリプシンが、それぞれ中性金属プロテアー
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ゼと中性セリンプロテアーゼであるという基質選択性の違いを持つとい
う知見とも一致する(Carnevali et al. 2006; Litscher et al. 1999; Takagi-Sawada 
et al. 1989; Tanaka et al. 2000)。第5章におけるホヤ卵細胞培養実験系による
Stage II卵細胞へのCi-TK-I投与実験においては、卵細胞の形状やミトコン
ドリアの局在に変化が現れ始めるのがCi-TK-I投与の6時間後である(図
5-6C)。また、カテプシンD、カルボキシペプチダーゼB1、キモトリプシ
ンの活性が最も上昇するのもCi-TK-I投与の6時間後である(図6-4)。したが
って、これらのプロテアーゼ活性変動の結果(図6-4)は卵細胞成長アッセイ
の結果(図5-6C)とよく一致している。 
カテプシンDは脊椎動物の卵黄タンパク質前駆体であるビテロゲニン
のタンパク質プロセシングに関わっているということから、ホヤカテプシ
ンDもホヤビテロゲニンのプロセシングに関わっていると考えられる。さ
らに、この考えは、ホヤカテプシンDがStage II卵細胞のテスト細胞に特異
的に発現していることとも一致する(図6-1A)。脊椎動物において、ビテロ
ゲニンは卵黄タンパク質の前駆体として肝臓で産生され、血流にのって卵
巣内の卵細胞に運ばれる(Jalabert 2005; Lubzens et al. 2010)。最近、ビテロ
ゲニンのC末端領域が別種のホヤであるマボヤの肝臓相同組織から同定さ
れ、そのタンパク質は卵細胞に蓄積していることが明らかにされている
(Akasaka et al. 2010)。ホヤカテプシンDの遺伝子とタンパク質がStage IIの
卵細胞ではなくテスト細胞に局在すること(図6-1、6-2、6-3)から、カタユ
ウレイボヤビテロゲニンが卵細胞のテスト細胞中に輸送され、ホヤカテプ
シンDによってプロセシングされ、Stage II卵細胞に卵黄タンパク質として
蓄積するという仮説が成り立つ。しかしながら、カタユウレイボヤからは
ビテロゲニンの同族体がまだ見つかっていない。今後、カタユウレイボヤ
ビテロゲニンが同定されれば、それがホヤカテプシンDによるCi-TK-Iが誘
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導する卵黄形成機構の更なる解明の糸口となるであろう。 
Stage IIとStage IIIの卵細胞を取り囲んでいる濾胞細胞にホヤカルボキシ
ペプチダーゼB1とホヤキモトリプシンが発現していた。これらの濾胞細胞
はStage II卵細胞へのCi-TK-Iの投与によって成長し、形状も変化する(図
5-6C)。マウス卵巣におけるカルボキシペプチダーゼB1の機能は、タンパ
ク質プロセシングによる、卵細胞を取り囲んでいる透明帯構成タンパク質
の産生である(Litscher et al. 1999)。この知見とホヤカルボキシペプチダー
ゼB1が濾胞細胞に局在していることから、ホヤカルボキシペプチダーゼ
B1が濾胞細胞や卵膜などの卵胞構成細胞や構成組織のタンパク質プロセ
シングによる産生に関わっていると思われる。キモトリプシンは多くの無
脊椎動物の卵細胞成長に関わっているが、キモトリプシンの反応基質はま
だ同定されていない(Jakobsen et al. 2005; Sakairi et al. 1991; Takagi-Sawada 
et al. 1989; Tanaka et al. 2000)。これらのプロテアーゼが直接誘導する卵細
胞成長機構のさらなる調査のためには、カタユウレイボヤにおけるこれら
3種類のプロテアーゼの基質の同定が必要不可欠であり、今後取り組むべ
き課題である。 
Ci-TK-RとホヤカテプシンDがテスト細胞において共局在していること
から(図6-3)、Ci-TK-IによりカテプシンDが直接活性化することが示された。
加えて、Ci-cathepsin D遺伝子の発現は、Ci-TK-I投与の2時間後から上昇し
はじめ、5時間後で最大に達するのに対して、Ci-carboxypeptidase B1、およ
び、Ci-chymotrypsin遺伝子の発現は、Ci-TK-I投与の2時間後では上昇せず、
5時間後に発現が上昇し、最大値となる(図6-4)。さらに、プロテアーゼ自
体の活性も1時間の時間差で遺伝子の発現と類似した推移をたどる(図6-5)。
これらの結果から、まずホヤカテプシンDが先行して活性化し、それに続
いて、ホヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリプシンが活性化する
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ことが示された。これらの3種類のプロテアーゼの遺伝子発現変動とタン
パク質の変動解析の結果を併せて、①Ci-TK-IがホヤカテプシンDの活性化
を直接誘導し、②続いて、ホヤカルボキシペプチダーゼB1とホヤキモトリ
プシンが二次的に、または、間接的に濾胞細胞において活性化するという、
図6-6に示すような活性化カスケードの着想に至る。さらに、第5章におい
て明らかになった、3種のプロテアーゼのうちのどれか1つを阻害するだけ
で、Ci-TK-I存在下においても卵細胞ならびに濾胞細胞が成長しなくなる
という知見から、3つのプロテアーゼが協調してはじめて、卵細胞の成長
が起こることが示唆された(図5-7C)。今後、推定される二次シグナル分子
の同定など、タキキニン誘導性卵細胞成長機構におけるプロテアーゼ活性
化システムの研究をさらに進めることにより、テスト細胞と顆粒膜細胞の
生物学的役割の共通性と多様性の理解するための重要な手がかりも得ら
れると考えられる(Burighel and Cloney 1997; Orisaka et al. 2009)。 
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第 7 章 
 
総括 
 
脊椎動物の初期の卵巣内卵細胞の正常な成長は、種の存続において不可
欠な生体機能であり、その全容の解明は基礎生物学や内分泌学における最
も重要な課題の一つであるが、脊椎動物の複雑な性周期や生殖器官の構造、
および受容体の低発現や発現変動により、生殖器官における生理機能は不
明であった。 
本研究では、原索動物カタユウレイボヤを用いて、カタユウレイボヤの
新規神経ペプチドおよび受容体の単離同定、機能解析、ヘテロダイマー形
成による新規受容体機能制御機構、さらに、これらが为要な役割を果たす
新規の卵細胞成長制御機構を明らかにし、我々の生殖内分泌系のプロトタ
イプを突き止め、脊椎動物の生殖内分泌系の進化・多様化の起点を見極め
ること、加えて、単純型のホヤをモデルとして用いることにより複雑な脊
椎動物の生殖内分泌系の仕組みを明らかにすることを目的として研究を
行い、以下に要約する新たな知見得た。 
第 2 章では、ホヤにおける受容体へテロダイマー形成を介した GnRH
受容体の機能制御について明らかにした。t-GnRH は R1~3 と選択的に反
応することが明らかになっている一方で、R4 は他の 3 種の受容体と異な
り、どの t-GnRH とも結合しないことから、オーファン受容体もしくは無
機能の受容体と考えられてきた。しかしながら、我々は、R4 が他の受容
体とヘテロダイマーを形成して、それらの機能を制御しているのではない
かと着想した。そこで、まず、免疫染色により R1 と R4 が卵巣内の卵黄
形成期初期卵細胞に存在するテスト細胞（哺乳類の顆粒膜細胞に相当）に
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共局在することを明らかにした。さらに、ホヤ卵巣の膜タンパク画分を対
象に免疫共沈を行い、R1 と R4 がホヤ生体内でヘテロダイマーを形成す
ることを実証した。また、R1 と R4 を HEK293MSR 細胞に共発現させ、
免疫共沈と FRET 法により、R1 と R4 間でのヘテロダイマー形成を追証
した。そして、R1 と R4 を共発現させると、R1 単独発現と比較して、
t-GnRH6 の細胞内カルシウム動員の感度が 10 倍上昇すること、さらに、
下流のシグナル伝達が増強されることを突き止めた。これらの結果から、
R4 は R1 のヘテロダイマーのパートナーとして機能し、シグナル伝達を
調節することを明らかにした。 
第 3 章では、ホヤの中枢神経である神経複合体から発見した新規 GnRH
様ペプチド、Ci-GnRH-X を同定し、その局在解析とペプチド・受容体の
機能解析を行った。ホヤ神経複合体抽出物を質量分析し、MASCOT デー
タベース検索することによって同定した Ci-GnRH-X は、16 残基からな
り、他の GnRH ペプチドとは異なる。さらに、N 末では GnRH コンセン
サス配列と C 末アミド化が保存されているものの、他の領域は全ての
GnRH ペプチドと Ci-GnRH-X は相同性を示さない。また、ci-gnrh-X 遺
伝子は Ci-GnRH-X 一つのみをコードしており、典型的な GnRH 前駆体
構造を形成していた。また、二重 in situ hybridization 法により ci-gnrh-X
遺伝子と t-GnRH-3,5,6 をコードしている ci-gnrh-1 遺伝子が神経複合体
の多数の神経細胞で共発現していることを明らかにした。さらに、培養細
胞を用いた実験の結果、Ci-GnRH-X は他の t-GnRH のように受容体を活
性化するのではなく、濃度依存的に、R1 を介した t-GnRH6 の細胞内カ
ルシウム動員を 1x10-8~5M の濃度範囲で 10~60%、cAMP 生成量を
10~40%、並びに R3 を介した t-GnRH3,5 の cAMP 生成量を 10~50%に低
下させること、すなわち、Ci-GnRH-X は内因性の抑制因子であることを
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明らかにした。 
第 4 章では、ホヤから同定した脊椎動物型タキキニン(TK)、ホヤタキキ
ニン(Ci-TK)の RT-PCR レベルでの局在解析とペプチド・受容体の機能解
析を行った。我々は質量分析とゲノムデータベース解析から、TK コンセ
ンサス配列をもつペプチド Ci-TK-I と-II、および、その受容体である
Ci-TK-R を同定した。Ci-TK-I,-II をコードする ci-tk遺伝子は神経複合体、
内柱、消化管で、ci-tk-r 遺伝子は神経複合体、消化管に加えて、卵巣に発
現していた。Ci-TK-R は Xenopus oocyte に発現させると Ci-TK と反応し
て細胞内カルシウム動員を誘導した。 
第 5 章では、卵細胞成長における Ci-TK の生物学的役割について明ら
かにした。これまでに哺乳類 TK の卵巣における作用は、複雑な性周期、
成長可能な各成長段階の卵細胞を実験材料として確保することが困難な
事などから不明であった。我々は免疫染色により Ci-TK-R が卵黄形成期
後期の卵細胞のテスト細胞に特異的に発現していることを明らかにし、
Ci-TK の卵巣における標的を絞った。次に Ci-TK で処理したホヤ卵巣で
は、無処理のものと比較すると、カテプシン D、カルボキシペプチダーゼ
B1、キモトリプシンといったプロテアーゼの遺伝子発現が顕著に上昇す
ることをマイクロアレイとリアルタイム PCR 解析によって明らかにし、
さらに、それらのプロテアーゼの酵素活性も上昇することも見出した。カ
テプシン D は魚類や鳥類で卵黄タンパクのプロセシングに、カルボキシ
ペプチダーゼ B1 は哺乳類卵細胞の透明帯形成タンパクのプロセシングに
それぞれ関与することが示唆されている。またキモトリプシンはショウジ
ョウバエやヒトデの卵細胞の成長を促進する可能性が報告されている。こ
れらの知見から、Ci-TK によるプロテアーゼの活性化がホヤの卵細胞成長
に重要な役割を果たすのではないかと考え、ホヤ卵黄形成期卵細胞を
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Ci-TK で 16 時間処理後、濾胞の成長やミトコンドリア局在変動を指標に
共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。その結果、50%以上の卵黄形成
期の卵細胞が卵黄形成終了期へ成長することが明らかになった。この成長
作用は Ci-TK-R の合成アゴニストでも同様に確認できたのに対して、ア
ンタゴニストでは完全に阻害されたことから、Ci-TK が特異的に作用して
いることが裏付けられた。さらに Ci-TK 処理卵細胞に各プロテアーゼに
対する阻害剤を加えても卵細胞成長が完全に抑制された。以上のことから、
Ci-TK の卵巣における作用は、卵黄形成期後期のテスト細胞に作用してプ
ロテアーゼの遺伝子発現と酵素活性を上昇させ、卵黄形成終了期への成長
を誘導することであることが明らかになった。 
第 6 章では、Ci-TK に活性化され、卵細胞成長の要因となる各プロテア
ーゼの発現プロファイルを明らかにした。in situ hybridization と抗体染
色の結果、カテプシン D は卵黄形成期後期のテスト細胞特異的に、カル
ボキシペプチダーゼ B1、キモトリプシンは卵黄形成期と卵黄形成終了期
の濾胞細胞に発現していた。また、カテプシン D と Ci-TK-R の二重抗体
染色の結果、卵黄形成期のテスト細胞において、カテプシン D と Ci-TK-R
が共発現していた。これらのことから、カルボキシペプチダーゼ B1、キ
モトリプシンは濾胞細胞に、カテプシン D はテスト細胞にそれぞれ作用
し、またカテプシン D は Ci-TK によって直接的に発現が誘導されること
が示唆された。Ci-TK 投与による、カテプシン D、カルボキシペプチダー
ゼ B1、キモトリプシンの遺伝子発現とプロテアーゼ活性を経時的に調査
した結果、遺伝子発現、プロテアーゼ活性ともに、カテプシン D が先に
上昇し、カテプシン D の発現と活性が上昇した 3 時間後から、カルボキ
シペプチダーゼ B1 とキモトリプシンの発現と活性上昇が確認された。こ
れらの結果から、カテプシン D は Ci-TK が卵黄形成期のテスト細胞の
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Ci-TK-R に作用することで直接的に誘導され、卵母細胞の成長を促進する
こと。そして、カルボキシペプチダーゼ B1 とキモトリプシンは二次的に
誘導されて、濾胞細胞の成長を促進することが明らかになった。 
第2章、および、第3章の研究成果から、ホヤではGnRHが卵黄形成期前
期の卵細胞のテスト細胞に存在する受容体に直接作用するという新たな
卵細胞成長機構が存在し、その調節に受容体へテロダイマーや新規内因性
アンタゴニストであるCi-GnRH-Xが重要な役割を果たしていることが示
唆された。また、第4章から第6章までの研究成果から、ホヤにおいて、プ
ロテアーゼを介したタキキニンの卵細胞成長作用の存在を明らかにした。
これらの研究は、ホヤを含めた全生物を通じて、神経ペプチドが初期卵細
胞の成長を制御する機構の存在を明らかにした初めての例である。脊椎動
物の祖先的生物としてのホヤの系統分類学的位置やHPG軸を持ちえない
という内分泌学的特徴を合わせると、神経ペプチドの卵細胞への直接作用
による新規卵細胞成長制御機構こそが、下垂体を獲得する以前の祖先的な
脊索動物に存在した卵細胞成長制御機構であるという、内分泌系や神経内
分泌系の生物学的役割やその進化についての新たな基本原理を確立する
ための重要な知見である(図7-1)。また、本研究はこれまで殆ど未解明であ
った脊椎動物の初期段階の卵細胞成長における神経ペプチドの生理機能
の解明という新たな研究の基点となるという極めて高い学術的価値も有
していると考える。 
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図 7-1 脊椎動物とカタユウレイボヤでの生殖内分泌系の比較 
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